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DOLOČANJE NEONIKOTINOIDNIH PESTICIDOV V PROPOLISU 
Povzetek: Namen magistrskega dela je bil razviti metodo za določevanje petih 
neonikotinoidnih pesticidov (acetamiprid, klotianidin, imidakloprid, tiakloprid, 
tiametoksam) v vzorcih propolisa. Preizkusil sem dva načina priprave vzorca: 
ekstrakcijo na trdno fazo (angl. SPE – Solid Phase Extraction) in QuEChERS 
ekstrakcijo (angl. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe). Ekstrakte sem analiziral 
z LC-MS/MS instrumentom, ki je deloval v SRM načinu (angl. Selected Reaction 
Monitoring). Čistejše ekstrakte in boljše izkoristke sem dosegel z ekstrakcijo na trdno 
fazo, zato sem metodo SPE-HPLC-MS/MS tudi validiral. Validiral sem jo na dveh 
koncentracijskih nivojih (10 µg/L in 50 µg/L) s tremi ponovitvami na vsakem nivoju. 
Rezultati so pokazali, da daje metoda zadovoljive izkoristke (61 – 101 %) za vse analite 
razen za klotianidin, katerega izkoristek znaša 10 % v spodnjem in 20 % v zgornjem 
koncentracijskem nivoju. Ponovljivost metode je zadovoljiva, saj se relativni standardni 
odmiki gibljejo med 5 % in 29 % (spodnji koncentracijski nivo) ter med 3 % in 13 % 
(zgornji koncentracijski nivo). Za vse analite sem dosegel nizke meje zaznave (0,2 -
4,4 µg/L) in meje določitve (0,8 – 14,7 µg/L). Zaradi kompleksne matrice vzorca sem 
za oceno matričnega efekta pripravil umeritveno premico z matričnimi raztopinami 
(angl. MM – Matrix Matched) in jo uporabil tudi za določitev linearnega območja in 
točnosti metode. Metoda je točna (relativna standardna napaka: 1,9 % – 10,4 %) ter 
linearna v širokem koncentracijskem območju (R2 > 0,991) za vse analite.  
SPE-HPLC-MS/MS metodo sem uporabil za analizo 30 realnih vzorcev propolisa 
(18 surovih vzorcev in 12 alkoholnih tinktur). V 7 vzorcih sem potrdil prisotnost 
acetamiprida, imidakloprida in tiakloprida nad mejo zaznave, vendar je bila njihova 
vsebnost pod mejo določitve optimizirane metode.    
  
Ključne besede: neonikotinoidi, SPE, QuEChERS, propolis, LC-MS/MS 
  

ANALYSIS OF NEONICOTINOID PESTICIDES IN PROPOLIS 
Abstract: This study aimed to develop a method for the determination of five 
neonicotinoid pesticides (acetamiprid, clothianidin, imidacloprid, thiacloprid, and 
thiamethoxam) in propolis samples. Two sample preparation methods were tested: 
solid-phase extraction (SPE) and quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe 
(QuEChERS). The extracts were then analysed with liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry (LC-MS/MS) in selected reaction monitoring (SRM) mode. Because 
solid-phase extraction resulted in cleaner extracts and better recoveries, only the SPE-
HPLC-MS/MS method was validated. The method was validated at two spiking levels 
(10 µg/L and 50 µg/L) in triplicate at each level. Except for clothianidin, we obtained 
satisfactory recoveries the other four pesticides (61 % –  101 %). Recoveries of 
clothianidin were 10 % at the lower and 20 % at the higher spiking level, respectively. 
Method repeatability was also good with a relative standard deviation from 5 % to 29 % 
at the lower spiking level and from 3 % to 13 % at the higher spiking level. The method 
also showed low limits of detection (0.2 – 4.4 µg/L) and quantification (0.8 –
 14.7 µg/L). In order to compensate for the matrix effect, matrix-matched calibration 
was used. Based on matrix-matched calibration curves, good accuracy (relative error: 
1.9 % – 10.4 %) and linearity were determined (R2 > 0.991) for all of the neonicotinoids 
tested. The validated SPE-HPLC-MS/MS method was used to analyse 30 propolis 
samples (18 raw propolis and 12 alcohol tinctures). The presence of some analytes 
(acetamiprid, imidacloprid and thiacloprid) were above limits of detection in 7 samples, 
however their conectrations were lower than limits of quantification for optimised 
analytical method.  
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ACN Acetonitril 
DI voda Deionizirana voda 
DLLME 
Disperzivna mikroekstrakcija tekoče-tekoče (angl. Dispersive Liquid-
Liquid Microextraction) 
ESI Ionizacija z elektrorazprševanjem (angl. Electrospray Ionization) 
EtOH Etanol 
GSB Aktivno oglje (angl. Graphitized Carbon Black) 
HLB 
Uravnoteženi hidrofilno-lipofilni sorbent (angl. Hydrophilic Lipophilic 
Balance) 
HPLC 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High Performance 
Liquid Cromatography) 
LLE Ekstrakcija tekoče-tekoče (angl. Liquid-Liquid Extraction) 
LOD Meja zaznave (angl. Limit of Detection) 
LOQ Meja določitve (angl. Limit of Quantification) 
MF Mobilna faza 
MMC 
Umerjanje z matričnimi raztopinami (angl. Matrix Matched 
Calibration) 
MQ voda Voda, prečiščena z Milli-Q sistemom (Millipore, ZDA) 
PSA Sorbent primarni sekundarni amin (angl. Primary Secondary Amine) 
QuEChERS Vrsta ekstrakcije (angl. Quick, Easy, Cheap, Efficient, Rugged, Safe) 
SC Umerjanje s standardnimi raztopinami (angl. Standard Calibration) 







1 Uvod in namen dela 
 
Zaradi povečevanja števila prebivalcev narašča tudi potreba po pridelavi hrane. 
Kmetijstvo stremi k čim boljšim izkoristkom kmetovanja, kar pomeni čim več pridelka 
na čim manjši kmetijski površini. Le-to pa lahko kmetovalci dosežejo le z uporabo 
pesticidov. Zaradi njihove razširjene uporabe, potencialne strupenosti, kemijske 
stabilnosti in posledičnega nalaganja v okolju so nekateri zelo problematična 
onesnaževala okolja [1]. Pesticidi so snovi ali mešanice snovi, namenjeni za 
preprečevanje, nadzorovanje ali zatiranje škodljivcev, v prosti prodaji poznani pod 
imenom fitofarmacevtska sredstva. Delimo jih glede na kemijsko sestavo 
(npr. anorganski in organski) in glede na njihovo funkcijo. Tako pesticide za zatiranje 
bakterij imenujemo baktericidi, za zatiranje insektov insekticidi, za zatiranje plevela 
herbicidi, za zatiranje gliv fungicidi in za zatiranje virusov viricidi [2]. 
Zaradi opisane problematike pesticidov, sta odgovorna uporaba in stalen nadzor nad 
uporabo pesticidov še kako pomembna. Pesticidi, ki zaidejo v okolje, imajo namreč 
vpliv na mnogo drugih rastlin in živih bitij. Po nekaterih podatkih kar 98 % 
uporabljenih insekticidov in 95 % herbicidov po uporabi konča drugje kot na svojih 
tarčnih lokacijah, kar povzroči nemalo težav [3]. Pesticidi pogosto delujejo škodljivo na 
ljudi in živali ter lahko povzročijo akutne in kronične zastrupitve. Primer akutne 
zastrupitve je zastrupitev čebel z neonikotinoidnimi pesticidi. Le-ti delujejo na živčni 
sistem čebel in povzročijo njhov pomor (angl. CCD – Colony Collapse Disorder) [4].  
Narejenih je bilo že mnogo raziskav, katerih cilj je bil določitev koncentracije 
neonikotinoidnih pesticidov v različnih čebeljih produktih. Tako so bile razvite metode 
za določitev v čebeljem vosku [5], [6], cvetnem prahu [7], [8], [9],  medu [10], [11] in 
celo v poginulih čebelah [8], [9]. Najbolj pogosto uporabljena je predkoncetracija s 
QuEChERS, DLLME (angl. Dispersive Liquid-Liquid Micro Extraction) ali SPE 
ekstrakcijo (angl. SPE – Solid Phase Extraction), nato pa sledi določitev analitov s 
tehniko kromatografije sklopljeno z masno spektrometrijo (HPLC-MS/MS).  
Zelo malo pa je objav na področju določitve neonikotinoidnih pesticidov v vzorcih 
propolisa. Zato je bil namen magistrskega dela obstoječo SPE/QuEChERS-HPLC-
MS/MS metodo za določitev neonikotinoidnih pesticidov v vzorcih medu [12], razširiti 
in prilagoditi za analizo vzorcev propolisa. Uporabil in primerjal sem dve vrsti 
ekstrakcij in sicer ekstrakcijo na trdno fazo in QuEChERS ekstrakcijo, sledila pa je 
določitev analitov s HPLC/MS-MS. Validiral sem SPE-HPLC-MS/MS metodo, saj se je 
izkazala za boljšo v smislu učinkovitosti, ponovljivosti, točnosti in meje zaznave. 
Dokončno optimizirano in validirano metodo sem uporabil za določitev vsebnosti 




2 Teoretične osnove 
 
2.1 Neonikotinoidni pesticidi 
 
V splošnem so pesticidi glavna sestavina fitofarmacevtskih sredstev, ki se uporabljajo 
za zaščito rastlin pred boleznimi in škodljivci. Neonikotinoidni pesticidi spadajo med 
nevroaktivne insekticide. Po nanosu se v rastlino absorbirajo preko korenin, nato pa 
sistematično potujejo po rastlinskem tkivu. Tako dosežejo vse dele rastlin (liste, 
cvetove, cvetni prah…), rastlina pa zato postane strupena za rastlinojede insekte. Po 
njihovi sintezi v poznih osemdesetih so hitro postali najbolj pogosto uporabljeni 
insekticidi za zatiranje insektov na žitih, zelenjavi, sadnem drevju in okrasnih rastlinah 
[13]. Neonikotinoidi imajo zelo širok spekter delovanja, prav zato pa so z vidika 
dolgoročnih načel integriranega varstva rastlin pred škodljivci (angl. IPM – Integrated 
pest management) za okolje zelo problematični. Pred kratkim je bilo ugotovljeno, da se 
lahko nalagajo in akumulirajo v prsti ter tako dosežejo visoke koncentracije [4]. Zaradi 
visoke topnosti v vodi se ob deževju spirajo v vodotoke in tako postanejo direktna 
grožnja za okoliško življenje. V rastlinah, ki so tretirane z neonikotinoidi, pa se le-ti 
lahko transportirajo tudi v njihov nektar in cvetni prah, glavni vir hrane čebel. 
Pojavljajo se v dovolj visokih koncentracijah, da znatno vplivajo na reprodukcijo in 
preživetje čebel [4]. Po zaužitju delujejo na živčni sistem čebel, zato jih množično in 
vedno pogosteje povezujemo s pomori čebel (angl. CCD – Colony Collapse Disorder) 
[14]. Prav zato pa je njihov vpliv na zdravje čebel vedno pogostejša tema raziskav. 
Ugotovljeno je bilo, da se pri čebelah že pri zaužitju manjših količin neonikotinoidov 
pojavijo izguba orientacije in koordinacije, oslabljen imunski sistem, oslabljen vid in 
celo splošna neaktivnost. Ob izpostavljenosti čebel višjim koncentracijam pa se pojavlja 
ireverzibilna paraliza kril, čemur kmalu sledi smrt [15].  
Zaradi zgoraj naštetih negativnih in nezaželenih vplivov neonikotinoidnih pesticidov na 
zdravje čebel, je omejevanje njihove uporabe in konstantno spremljanje koncentracije v 
različnih vzorcih vključno s propolisom zelo pomembno.  
 
2.1.1 Kemijske in fizikalne lastnosti neonikotinoidnih pesticidov 
 
Neonikotinoidni pesticidi so nevroaktivni insekticidi, kemijsko podobni nikotinu. 
Mednje spadajo acetamiprid, klotianidin, imidakloprid, nitenpiram, nitiazin, tiakloprid,  
tiametoksam, dinotefuran ter flonikamid. Imidakloprid je po nekaterih podatkih celo 
najbolj pogosto uporabljen insekticid na svetu [16]. Imidakloprid, tiakloprid in 
tiametoksam spadajo med ciklične oz. obročne neonikotinoide, acetamiprid, 
dinotefuran, flonikamid, klotianidin, nitenpiram pa med aciklične neonikotinoide [17]. 
V tabeli 1 so prikazane strukturne formule in molske mase zgoraj naštetih pesticidov. 
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Tabela 1: Strukturne formule in pripadajoče molske mase nekaterih neonikotinoidnih pesticidov 













































Molska masa neonikotinoidnih pesticidov se giblje med 202,2 (dinotefuran) in 
291,7 g/mol (tiametoksam). So polarne spojine z nizkimi vrednostmi porazdelitvenih 
koeficientov oktanol-voda (logKow), zato so praviloma dobro topni v vodi. Najnižjo 
vrednost porazdelitvenega koeficienta ima nitenpiram, katerega logKow vrednost znaša  
–0,66 in topnost v vodi 590 g/L. Najmanj pa je topen najmanj polaren tiakloprid 
(logKow = 1,26), katerega topnost v vodi znaša le 184 mg/L. Z vidika okoljske 
problematike so zanimivi tudi podatki o obstojnosti neonikotinoidnih pesticidov v prsti 
in vodi. V prsti imajo vsi relativno dolg razpolovni čas, kar pomeni, da se s časom v 
okolju nalagajo in nabirajo v vedno višji koncentraciji. Ob deževjih pa se zaradi dobre 
topnosti v vodi sperejo v vodotoke. V vodi lahko razpadejo preko dveh mehanizmov. 
Prvi mehanizem je fotoliza, kjer govorimo o kemijski reakciji, pri kateri se vez med 
atomi razcepi zaradi fotonov z visoko energijo. Fotoliza neonikotinoidov zato v  
največji meri poteka v plitvih vodah, močno obsijanih s soncem (vir energije oz. 
fotonov). Pod takimi pogoji lahko nekateri pesticidi (dinotefuran, klotianidin, 
imidakloprid) razpadejo v manj kot dveh dneh. Drugi mehanizem razpada 
neonikotinoidov pa je hidroliza, ki za razliko od fotolize lahko poteka tudi v senčnih 
legah, saj ne potrebuje vira svetlobe. Je namreč kemijska reakcija, ki poteka ob 
prisotnosti vode. Le-ta se vgradi v razpadne produkte molekule – v en del se vgradi 
hidroksilna skupina, v drugi pa vodik. Vseeno pa za hidrolizo prisotnost vode ni edini 
pogoj, saj je hitrost take reakcije močno odvisna od pH medija, v katerem poteka 
reakcija. Tako so neonikotinoidi v kislem in nevtralnem okolju na hidrolizo zelo 
obstojni, medtem ko v bazičnih pogojih nekateri hidrolizirajo [18], [19]. Kemijske in 
fizikalne lastnosti neonikotinoidnih pesticidov so zbrane v tabeli 2. 



















acetamiprid 2950 0,80 4,16 2-20 34 
stabilen; 420 
(pH 9) 
dinotefuran 39830 -0,55 NP 50-100 < 2 stabilen 
flonikamid 5200 0,30 NP NP NP NP 
klotianidin 340 0,7 0,41 13-1386 < 1 
stabilen 14,4 
(pH 9) 
imidakloprid 610 0,57 10,04 104-228 < 1 
stabilen >1 
leto (pH 9) 
nitenpiram 590000 -0,66 NP 1-15 NP 
stabilen 2,9 
(pH 9) 
tiakloprid 184 1,26 1,62 9-27 10-63 stabilen 
tiametoksam 4100 -0,13 0,40 7-72 2,7-39,4 
stabilen 11,5 
(pH 9) 
*NP – ni podatka 
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2.1.2 Uporaba neonikotinoidnih pesticidov 
 
Neonikotinoidi so zelo pogosto uporabljena skupina insekticidov. Uporabljajo se v več 
kot 120 državah za zaščito vsaj 140 različnih rastlin. Prvič so bili sintetizirani v poznih 
osemdesetih, komercialno pa so bili prvič predstavljeni v zgodnjih devetdesetih letih. 
Zaradi sistematičnega in širokega spektra delovanja so hitro postali najbolj pogosto 
uporabljeni insekticidi na svetu [20].  
Uporabljajo se za zatiranje škodljivcev na: 
 sadnem drevju (hruška, jablana, jagoda, breskev, marelica, dinja, ameriška 
borovnica, češnja, nektarina, sliva, lubenica…) 
 zelenjavi (krompir, paprika, paradižnik, jajčevec, kumara, buča, bučka, bučnice 
z neužitno lupino, bučnice z užitno lupino, solata, brokoli…) 
 žitih (koruza, ječmen, pšenica, oves, rž…) 
 okrasnih rastlinah (drevesnice okrasnih rastlin, rezano cvetje, necvetoče okrasne 
rastline…). 
V slovenski bazi fitofarmacevtskih sredstev so v skupini neonikotionoidnih pesticidov 
registrirani acetampirid, flonikamid, imidakloprid, tiakloprid in tiametoksam, medtem 
ko dinotefuran, klotianidin in nitenpiram niso. Prodajajo se lahko pod različnimi 
komercialnimi imeni ter v različnih oblikah (granule, sredstva za zaščito semen, 
koncentrati, razpršila, oljne disperzije…). Sredstva se razlikujejo tudi po samem deležu 
aktivnih snovi, ki se giblje od 0,005 % do 70 %. Skupno je registriranih 15 različnih 
fitofarmacevtskih sredstev, ki vsebujejo neonikotinoide. Število registriranih 
fitofarmacevtskih sredstev, ki vsebujejo posamezen pesticid, je prikazano v tabeli 3 
[21]. 
Tabela 3: Število fitofarmacevtskih sredstev, registriranih v slovenski bazi FFS, ki vsebujejo posamezen 
neonikotinoidni pesticid [21] 













2.1.3 Delovanje neonikotinoidnih pesticidov 
 
Neonikotinoidni pesticidi spadajo med sistematične insekticide, kar pomeni, da za 
razliko od kontaktnih ne ostanejo le na površini nanosa. Najpogosteje so z 
neonikotinoidi obdelana že semena ali pa so kasneje dodani vodi za zalivanje rastlin. 
Rastlina jih tako preko koreninskega sistema absorbira, nato pa se z rastlinskim sokom 
transportirajo v vsa rastlinska tkiva (listi, cvetovi, korenine, stebla, cvetni prah, 
nektar…). Tako celotna rastlina postane strupena za insekte, zaradi dolgotrajne 
aktivnosti neonikotinoidov pa je zaščita aktivna še nekaj tednov po nanosu in lahko 
rastlino ščiti celo sezono [22]. 
Delovanje neonikotinoidov temelji na njihovem vplivu na živčni sistem insektov. Kot 
agonisti se selektivno vežejo v nikotinski acetilholinski receptor insektov (angl. nAChRs 
- nicotinic acetylcholine receptor) [17].  Gre za receptorski ionski kanalček, ki se nahaja 
na sinaptičnih povezavah centralnega in perifernega živčnega sistema. Po vezavi 
acetilholina ali drugega ustreznega liganda se ionski kanalček odpre. To povzroči 
prepustnost ionskega kanalčka in posledično depolarizacijo membrane, živčni signal pa 
se tako lahko prenese med celicami  [23]. V primeru, ko se na vezavno mesto receptorja 
veže acetilholin, le-ta po prenosu živčnega signala oddisociira z vezavnega mesta, 
ionski kanalček se zapre in membrana se repolarizira. Tako je acetilholinski receptor 
pripravljen na nov signal. Ko pa se namesto acetilholina na receptor vežejo 
neonikotinoidni insekticidi, pa ionski kanalček ostane odprt tudi po prenesenem signalu, 
saj se neonikotinoidi na receptor vežejo ireverzibilno. Membrana tako ostane 
depolarizirana, kar onemogoči prenos novega živčnega signala oz. onemogoči pravilno 
delovanje živčnega sistema. Zato visoke koncentracije neonikotinoidov vodijo do stalne 
paralize in smrti [24]. 
Tudi pri sesalcih poteka prenos živčnega signala preko acetilholinskega receptorja, 
vendar pa ima receptor pri sesalcih do neonikotinoidov zanemarljivo majhno afiniteto. 
Zato so neonikotinoidi nenevarni za sesalce [22]. Veliko večjo grožnjo neonikotinoidi 
predstavljajo čebelam. V tabeli 4 so zbrani podatki za povprečni oralni in kontaktni 
smrtni odmerek (LD50), ki pove, kolikšna količina snovi povzroči smrt 50 % populacije 
v 14 dneh po enkratni izpostavljenosti. Iz tabele 4 je razvidno, da so za čebele najbolj 
strupeni imidakloprid, klotianidin in tiametoksam. Predvsem zaskrbljujoč je podatek, da 
je prav imidakloprid, ki je najpogosteje uporabljen insekticid na svetu, čebelam najbolj 
strupen. Oralno zaužitje le 0,0037 µg imidakloprida povzroči smrt polovice 
izpostavljene populacije čebel. Od vseh neonikotinoidov je za čebele najmanj 
problematičen flonikamid, saj njegov oralni povprečni smrtni odmerek LD50 znaša 




Tabela 4: Kontaktni in oralni povprečni smrtni odmerki (LD50) neonikotinoidov za čebele [24] 
Neonikotinoid 
Kontaktni povprečni smrtni 
odmerek LD50 
Oralni povprečni smrtni 
odmerek LD50 
Acetamiprid 9,26 µg/čebelo 8,85 µg/čebelo 
Klotianidin 0,04426 µg/čebelo 0,00379 µg/čebelo 
Dinotefuran 0,047 µg/čebelo 0,023 µg/čebelo 
Flonikamid 51,1 mg/čebelo 53,3 mg/čebelo 
Imidakloprid 0,0179 µg/čebelo 0,0037 µg/čebelo 
Nitenpiram Ni podatka 0,138 µg/čebelo 
Tiakloprid 38,82µg/čebelo 17,32 µg/čebelo 
Tiametoksam 0,024 µg/čebelo 0,005 µg/čebelo 
 
 
2.1.4 Omejevanje uporabe neonikotinoidov 
 
Številni negativni učinki neonikotinoidnih pesticidov na čebele so že dolga leta tema 
raziskav. Leta 2013 je Evropska agencija za varnost hrane (angl. EFSA – European 
Foof Safety Authority) potrdila, da uporaba neonikotinoidnih insekticidov predstavlja 
direktno grožnjo za čebele [25]. To je sprožilo, da so članice Evropske Unije in nekatere 
države, ki niso članice Evropske Unije, prepovedale uporabo treh neonikotinoidov 
(imidakloprid, klotianidin in tiametoksam) na rastlinah, privlačnih za čebele [26]. Leta 
2018 pa je v Evropski Uniji v veljavo stopil zakon o popolni prepovedi zunanje uporabe 
imidakloprida, klotianidina in tiametoksama [27]. 
Zaradi uporabe semen koruze, obdelanih z neonikotinoidi, smo bili leta 2011 v Sloveniji 
v Pomurju priča pomorom čebel. Prizadetih je bilo okoli 2500 od skupno 16000 čebeljih 
družin, številne pa so imele težave. V panjih, kjer je bila prisotna zastrupitev čebel, je 
bila stopnja pomora od 10 do 50 % [28]. Zato je bila 29. aprila 2011 sprejeta uredba za 
prepoved uporabe semen koruze in oljne ogrščice, obdelane z aktivnimi snovmi, ki 




2.2 Propolis in kontaminacija 
 
Propolis je smolnat in lepljiv izdelek, ki ga proizvajajo medonosne čebele Apis 
mellifera. Uporabljajo ga za zatesnitev lukenj v stenah panjev, za glajenje in premaz 
vseh notranjih sten panja ter za popravilo satja. Za čebele nima le gradbenega pomena, 
ampak tudi obrambnega, saj panj ščiti pred vdorom mikrobov [30]. Čebele propolis 
pridelajo iz različnih rastlinskih smol, ki jih naberejo z lubja dreves in zametkov listja 
rastlin. Nabrane smole »prežvečijo« ter jim dodajo encime iz žlez slinavk, nastali zmesi 
pa dodajo vosek, da snov postane lepljiva [31]. Propolis ima zelo kompleksno sestavo, 
ki se lahko od vzorca do vzorca razlikuje, kar opazimo tudi v barvi propolisa. V naravi 
se namreč pojavljajo odtenki vse od svetlo rumene pa do temno rjave barve. Sestavljen 
je iz približno  50 % smolnatih snovi, 30 % voska, 10 % esencialnih in aromatičnih olj, 
5 % cvetnega prahu in 5 % drugih snovi (organske snovi, vitamini, mineralne snovi). 
V propolisu je bilo z različnimi tehnikami ter v različnih vzorcih določenih preko 300 
različnih komponent, med katerimi je največ flavonoidov, terpenov, fenolnih kislin ter 
njihovih estrov, sladkorjev in mineralov [32]. V sledovih vsebuje tudi nekatere vitamine 
(B1, B2, B6, C, E) in številne antibakterijske snovi [33]. Prav zaradi slednjih je propolis 
zelo primeren za uporabo v medicinske namene, kot antiseptično in protibakterijsko 
sredstvo [34]. Na trgu je najpogosteje prisoten v obliki prehranskih dodatkov, kapsul in 
tinktur.  
Propolis in ostali čebelji izdelki so naravni proizvodi, ki veljajo za čiste in zdrave snovi. 
Pa vendar so lahko prav tako kot vsi ostali naravni izdelki onesnaženi z nezaželenimi 
snovmi. Kontaminacija lahko izvira iz samega okolja, kjer čebele prebivajo, ali pa iz 
slabe prakse čebelarjev. Najpogostejša onesnaževala, ki izhajajo iz okolja, so:  
 težke kovine (kadmij in živo srebro), 
 radioaktivni izotopi (npr. 40K in 137Cs), 
 organska onesnaževala (npr. poliklorirani bifenili), 
 pesticidi (insekticidi, fungicidi in herbicidi), 
 gensko spremenjeni organizmi, 
 patogene bakterije.   
Čebelji izdelki pa se lahko kontaminirajo tudi zaradi slabega ravnanja čebelarjev, ki 
uporabljajo neprimerne izdelke za zatiranje parazita varoje, antibiotike, repelente za 
odganjanje čebel (pri odvzemu medu iz panja)...  Vsa onesnaževala, ki jih čebele v 
zunanjem okolju naberejo skupaj s cvetnim prahom in smolami, se tako prenesejo v 






2.3 Priprava vzorca 
 
Analizni proces je v grobem sestavljen iz štirih korakov: vzorčenja, hrambe vzorca, 
priprave vzorca in analize. Priprava vzorca je korak, ki nam pogosto vzame največ časa, 
hkrati pa poleg vzorčenja največ prispeva k negotovosti analizne metode. V pripravo 
vzorca uvrščamo vse procese, ki jih izvedemo na vzorcu pred samo analizo 
(npr. homogenizacija, raztapljanje, ekstrakcija, derivatizacija, filtracija, redčenje…), 
s katerimi dosežemo: 
 poenostavitev ali zamenjavo kompleksne matrice, če le-ta ni primerna za 
izbrano analizno metodo, 
 odstranitev interferenc, ki bi motile detekcijo analitov, 
 povečanje koncentracije analitov, če so sicer pod mejo zaznave izbrane analizne 
metode.  
Število korakov in zamudnost priprave vzorca je odvisna od kompleksnosti matrice, 




Ekstrakcije uporabljamo za ločitev vzorca na komponente. V sklopu analiznih procesov 
gre za ločbo analita od interferenc, v sklopu sintezne kemije pa za ločbo glavnega 
produkta od stranskih ter preostalih izhodnih spojin. V analizni kemiji ekstrakcij ne 
uporabljamo le za odstranitev interferenc, temveč tudi za predkoncentracijo analitov ter 
za zamenjavo matrice, da je le-ta primerna za izbrano analizno tehniko.  
 
Ekstrakcije temeljijo na porazdeljevanju analita med dve fazi. Ena od faz je vzorec, 
druga pa je odvisna od vrste ekstrakcije. Pri ekstrakciji s topili je druga faza topilo, ki se 
z vzorcem ne meša, pri ekstrakciji na trdno fazo pa trden sorbent (netopen v vzorcu), ki 
adsorbira analit iz vzorca. Vedno pogosteje se kot drugo fazo uporablja superkritične 
tekočine (npr. CO2), še posebej v prehranski industriji, kjer uporaba klasičnih organskih 
topil ni primerna [37].  
 
Porazdeljevanje analita med dve fazi opišemo s kemijskim ravnotežjem. Če ravnotežno 
reakcijo dobro poznamo, lahko nanjo vplivamo s spreminjanjem pogojev (npr. 
ekstrakcijsko topilo, temperatura, ionska moč vzorca, pH vrednost vzorca…) in jo s tem 
pomaknemo v želeno smer, da dosežemo višji izkoristek ekstrakcije. Ta nam pove, 






2.3.1.1 Ekstrakcija na trdno fazo  
 
Pri ekstrakciji na trdno fazo (angl. SPE – Solid Phase Extraction) se komponente 
selektivno porazdeljujejo med trdno in tekočo fazo. Je pogosto uporabljana metoda za 
predkoncentracijo in izolacijo analitov na področju medicine, okoljske kemije in 
farmacije. Prednosti ekstrakcije na trdno fazo pred konvencionalno ekstrakcijo tekoče-
tekoče (angl. LLE – Liquid-Liquid Extraction) so: 
 majhna poraba organskih topil, 
 hiter postopek, 
 možnost avtomatizacije, 
 selektivnost  
 specifičnost, 
 ponovljivost [39], [40].  
Ekstrakcijo na trdno fazo uporabljamo za tekoče vzorce, ki jih prečrpamo preko 
izbranega trdnega sorbenta. Postopek ekstrakcije izvedemo v petih korakih: 
1. Kondicioniranje sorbenta – v tem koraku aktiviramo površino sorbenta in 
olajšamo vezavo analitov. Kondicioniranje običajno izvedemo z metanolom, 
izopropanolom ali acetonitrilom (odvisno od izbrane trdne faze). Nato s sorbenta 
speremo preostalo topilo s topilom, v katerem so kasneje raztopljeni analiti 
(običajno je to voda, lahko pa so tudi organska topila). 
2. Nanos vzorca – vzorec skozi kolono potiskamo z nadtlakom ali vakumom, pri 
čemer moramo biti pozorni, da je pretok skozi kolono enakomeren in ne prehiter 
(približno 1 kapljica na sekundo). Previdni moramo biti tudi pri izbiri volumna 
vzorca. V primeru previsokih količin vzorca lahko pride do nasičenja ali preboja 
kapacitete kolone, kar vodi do znatnih izgub analitov.  
3. Spiranje interferenc – s kolone s primernim topilom speremo neželene 
komponente oz. inteference. Izbrati moramo topilo, ki ima dovolj visoko 
elucijsko moč, da eluira šibkejše vezane moteče komponente, hkrati pa prenizko, 
da bi s sorbenta sprali analite. Primerno topilo izberemo glede na uporabljen 
sorbent, matrico vzorca in lastnosti analitov. 
4. Sušenje  – v tem koraku sorbent posušimo, običajno v toku suhega dušika ali pa 
s prečrpavanjem zraka preko kolone.  
5. Elucija analitov – analite izperemo s kolone s primernim organskim topilom ali 
mešanico organskih topil. Pomembno je, da so analiti v izbranem topilu zelo 
dobro topni, saj s tem zagotovimo, da je preostanek analita na sorbentu 
zanemarljiv [40], [41].  
Začetki ekstrakcije na trdno fazo segajo v leto 1949, ko je Braus s sodelavci kovinski 
cilinder napolnil s 1200 - 1500 g aktivnega oglja in ga uporabil za ekstrakcijo organskih 
spojin iz okoljskih površinskih voda [42]. Od takrat je razvoj ekstrakcije na trdno fazo 
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zelo napredoval, zato je danes dostopnih mnogo različnih izvedb, med katerimi so 
najpogosteje v uporabi diski in ekstrakcijske kolone. Slednja je sestavljena iz siringe, v 
kateri je med dvema fritama napolnjeno polnilo oz. sorbent. Dostopne so v različnih 
velikostih in vsebujejo od 35 mg do 100 g sorbenta, najpogosteje pa so uporabljene 
kolone s 100 – 500 mg sorbenta [40]. Sorbente v grobem delimo na tiste, ki so osnovani 
na silikagelu in tiste, ki so osnovani na polimerih. Najbolj priljubljene so kemijsko 
modificiran silikagel (npr. C18 ali C8), obdelano aktivno oglje,  aluminijev oksid, 
Florisil, ionski izmenjevalci ali pa zamreženi polimeri. Glede na naravo sorbentov oz. 
njihovo interakcijo z analiti pa jih delimo na 4 skupine:  
 Reverzne -  nepolarna trdna faza in polarna matrica vzorca. Srednje polarni do 
nepolarni analiti se vežejo s hidrofobnimi interakcijami (npr. disperzijske sile). 
Trdna faza je kemijsko modificiran silikagel s hidrofobnimi alkilnimi ali 
arilnimi funkcionalnimi skupinami (npr. LC-18, LC-8, LC-Ph).  
 Normalne – polarna trdna faza in  srednje do nepolarna matrica vzorca. Polarni 
analiti se vežejo preko hidrofilnih interakcij (npr. vodikova vez, pi-pi interakcije, 
dipolne interakcije…). Trdna faza je kemijsko modificiran silikagel, na katerega 
so vezane hidrofilne skupine, kot so NH2 ali CN (npr. LC-CN, LC-NH2). Zaradi 
polarnosti vezanih skupin je modificirana normalna faza mnogo bolj polarna kot 
sam silikagel.  
 Ionsko izmenjevalne – trdna faza s funkcionalnimi skupinami z nabojem in 
matrica vzorca s čim nižjo ionsko močjo. Vezava temelji na elektrostatski 
interakciji med nabitimi skupinami na izbranih komponentah in nasprotno 
nabitimi skupinami na površini sorbenta. Primerno za analite, ki so v raztopini 
nabiti (običajno vodna, lahko pa tudi organska raztopina). Trdna faza ima na 
površini vezane skupine, ki so negativno nabite v primeru kationskega 
izmenjevalca in pozitivno nabite v primeru anionskega izmenjevalca. Ionsko 
izmenjevalne sorbente delimo na močne in šibke, odvisno od velikosti razpona 
pH vrednosti, pri katerih so površinske skupine ionizirane.   
 Adsorpcijski – trdna faza na osnovi silanola (SiOH), Florisila (MgO∙SiO2) ali 
aluminijevega oksida (Al2O3). Vezava analitov poteče tako s hidrofobnimi kot s 
hidrofilnimi interakcijami, zato je primerna tako za polarne kot nepolarne analite 
[43]. 
Zaradi dolgoletne uporabe klasičnih silikagelnih polnil v različnih modifikacijah, so se 
le-ti zelo uveljavili na številnih področjih in so še danes najpogosteje uporabljene trdne 
faze. Kljub temu pa imajo tudi precej slabosti: 
 Silikagelna polnila so stabilna le v pH območju med 2 in 7,5. Nad in pod tem 
območjem lahko pride do hidrolize skupin, vezanih na silikagelno osnovo, lahko 
pa se raztopi tudi sam silikagel [43].  
 V obzir je potrebno vzeti tudi prisotnost preostalih silanolnih skupin, ki v 
raztopni s pH vrednostjo med 4,5 in 4,7 ionizirajo in postanejo negativno nabite. 
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Tako se pozitivno nabite komponente (npr. protonirani amini) z elektrostatsko 
interakcijo vežejo na trdno fazo in se z običajnimi organskimi topili ne eluirajo, 
kar vodi v znatne izgube analitov.  
 Med procesom se silikagelni sorbenti ne smejo posušiti, saj se s tem deaktivirajo 
(npr. alkilne verige niso več »razvite«), kar pa slabo vpliva na ponovljivost in 
izkoristke ekstrakcije. 
 Delci polnila so nepravilnih oblik in posledično dosežemo manj ponovljiv 
pretok ter višji povratni tlak [44]. 
Zgoraj naštetim problemom pa se lahko preprosto izognemo z uporabo polimernih 
sorbentov. Polnila, katerih osnovo predstavljajo zamreženi polimeri, so za razliko od 
silikagelnih stabilna v zelo širokem pH območju, nimajo prisotnih silanolnih skupin, 
izsušitev polnila pa na retencijo komponent nima vpliva. Zaradi sferičnih delcev je tlak 
skozi kolono mnogo bolj ponovljiv, povratni tlak pa je zanemarljivo majhen. Njihova 
prednost je tudi odpornost na nekatera topila in pufre, ki bi silikagelne sorbente uničili. 
V primerjavi s silikagelnimi polnili imajo precej večjo specifično površino, kar pomeni, 
da imajo večjo kapaciteto. Zato pri delu s polimernimi sorbenti porabimo manjše 
količne topil in vzorca. Zaradi naštetih prednosti so polimeri vedno bolj priljubljeni. 
Dostopni so v številnih modifikacijah, med katerimi so najpogosteje uporabljena t.i. 
HLB polnila (angl. Hydrophilic Lipophilic Balance). Gre za sorbent z nevtralno 
površino, ki ima dobro ravnotežje med hidrofilnim in hidrofobnim značajem (strukturna 
formula je prikazana na sliki 1). Osnovo predstavlja polistiren divinilbenzen (angl. PS-
DVB – Polystyrene divinylbenzene), na katerega so vezane polarne funkcionalne 
skupine (npr. polivinilpirolidon, poliamidi, metakrilat). Polarnost le-teh poskrbi za 
hidrofilnost površine in retencijo polarnih analitov, medtem ko se na hidrofobni DVB 
preko pi-pi interakcij vežejo analiti z aromatskimi funkcionalnimi skupinami. Zaradi 
ravnotežja med hidrofilnim in hidrofobnim značajem, lahko s takimi sorbenti sočasno 
ekstrahiramo analite s kislim, bazičnim ali nevtralnim značajem. Z vezavo ioniziranih 
funkcionalnih skupin (npr. karboksilne kisline, amini…) na polimerne verige dobimo 
sorbente, ki analite vežejo z elektrostatskimi interakcijami, hkrati pa so še vedno 
prisotne hidrofilne in hidrofobne interakcije kot v primeru osnovnih HLB polnil. To 
imenujemo mehanizem mešanih interakcij oz. mešana vezava [44].   
 
Slika 1: Strukturna formula Oasis HLB polnila [45] 
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2.3.1.2 QuEChERS ekstrakcija  
 
QuEChERS ekstrakcija je razmeroma nova metoda, razvita za ekstrakcijo ostankov 
pesticidov v prehranskih vzorcih. Poimenovanje ekstrakcije je izpeljana beseda, ki 
izhaja iz lastnosti same ekstrakcije, ki je: 
 hitra (Qu – angl. Quick), 
 enostavna (E – angl. Easy), 
 poceni (Ch – angl. Cheap), 
 učinkovita (E – angl. Effective), 
 robustna (R – angl. Rugged), 
 varna (S – angl. Safe) [46]. 
QuEChERS ekstrakcija je bila prvič predstavljena leta 2003 [47]. Prvotna metoda 
poteka v naslednjih korakih: 
1. Ekstrakcijo pričnemo s pripravo vzorca (sadje ali zelenjava). Potrebna je 
homogenizacija, da povečamo topilu dostopno površino, kjer poteka ekstrakcija. 
2. V 50 mL centrifugirko natehtamo 10 g homogeniziranega vzorca (v primeru 
suhih vzorcev oz. vzorcev z nizko vsebnostjo vode dodamo še 10 mL vode) in 
dodamo 10 mL ekstrakcijskega topila (acetonitril). 
3. Mešanico vzorca in ekstrakcijskega topila intenzivno stresamo 30 s. V tej stopnji 
poteka ekstrakcija tekoče-tekoče iz vode v ekstrakcijsko topilo. 
4. Dodamo 4 g brezvodnega MgSO4 in 1 g NaCl ter intenzivno stresamo eno 
minuto. V tej stopnji poteče izsoljevanje analitov.  
5. Mešanico centrifugiramo 5 min pri 5000 obratov na minuto. 
6. 1 mL supernatanta prenesemo v novo centrifugirko, v katero dodamo 150 g 
brezvodnega MgSO4 in 25 mg sorbenta PSA (angl. Primary Secondary Amine). 
V tej stopnji odstranimo preostalo vodo in dodatno očistimo ekstrakt z 
disperzivno ekstrakcijo na trdno fazo (angl. dSPE – Dispersive Solid Phase 
Extraction). 
7. Mešanico intenzivno stresamo približno 30 s, nato pa jo centrifugiramo 1 min 
pri 6000 obratov na minuto.  
8. 0,5 mL očiščenega ekstrakta prenesemo v vialo in ga analiziramo s plinsko ali 
tekočinsko kromatografijo [47].  
S QuEChERS ekstrakcijo lahko v 30 min ekstrahiramo 6 predhodno pripravljenih 
vzorcev, pri čemer porabljen material stane manj kot 1 €. Prav zaradi hitrosti, cenovne 
ugodnosti, dobrih izkoristkov (90 – 110 %) ter dobre ponovljivosti (RSD < 5 %) se je 
QuEChERS ekstrakcija hitro uveljavila tudi za druge vzorce in analite. Ne uporablja se 
le za pesticide v sadju in zelenjavi, temveč tudi  za določanje farmacevtskih učinkovin, 
mikotokisnov, policikličnih aromatskih ogljikovodikov (angl. PAHs - polycyclic 
aromatic hydrocarbons), barvil, akrilamida, UV filtrov, bisfenolov, polibromiranih 
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difenilnih etrov, endokrinih motilcev in drugih kemijskih spojin predvsem v 
prehranskih, krmnih in okoljskih vzorcih [48].  
Zaradi vsestranske uporabnosti QuEChERS metode obstaja več modifikacij, med 
katerimi so najbolj uveljavljene naslednje tri: 
 originalna QuEChERS metoda [47], 
 AOAC 2007.1 QuEChERS metoda – od originalne se razlikuje predvsem po 
uporabi acetatnega pufra (NaOAc), saj je bila razvita za analite, ki v odvisnosti 
od pH vrednosti raztopine, v kateri se nahajajo, disociirajo [49]. 
 EN 15662 metoda, pri kateri z uporabo pufrov zagotovimo pogoje, pri katerih 
lahko brez izgub ekstrahiramo širok spekter pesticidov in drugih spojin [50].  
Na učinkovitost ekstrakcije lahko vplivamo predvsem s spreminjanjem ekstrakcijskih 
reagentov in reagentov za čiščenje ekstrakta. V tabeli 5 so zbrani najpogosteje 
uporabljeni reagenti in njihove funkcije. 









uravnava pH vrednost vzorca 
brezvodni MgSO4 
pospešuje ločitev vode in ekstrakcijskega topila 
na dve fazi in izboljša izkoristke za polarne 
analite 
acetonitril 
ekstrakcijsko topilo, s katerim dosežemo najboljše 
pogoje za ekstrakcijo čim širšega nabora 
pesticidov z minimalnim številom ekstrahiranih 
neželenih komponent 
pufri uravnavajo optimalni pH za nestabilne analite 




odstrani sladkorje in maščobne kisline, podobno 
kot PSA, le da v manjši meri katalizira razpad 
analitov, ki so nestabilni v bazičnih pogojih 
SiO2-C18 
odstrani dolge maščobne verige, sterole in druge 
nepolarne interference 
aktivno oglje (angl. GSB 
– Graphitized Carbon 
Black) 
odstrani pigmente, polifenole in druge polarne 
komponente. Lahko odstrani tudi nekatere 
planarne pesticide (npr. klorotalonil) 
brezvodni MgSO4 iz organske faze odstrani preostanek vode 
PSA 
odstrani sladkorje in maščobne kisline, organske 
kisline, lipide in nekatere pigmente 
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2.4 HPLC – MS/MS (SRM) 
 
Pri HPLC–MS/MS metodi gre za sklopitev klasične tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti z masno spektrometrijo. S prvo dosežemo ločbo vzorca na komponente, 
druga pa služi za detekcijo in kvantitativno določitev le-teh [52]. Masni spektrometer 
ločuje ione elementov, molekul ali delov molekul (fragmentov) glede na razmerje med 
njihovo maso in nabojem. Ob injiciranju vzorca v masni spektrometer je potrebno 
analite najprej ionizirati, zato moramo pri sklopitvi masne spektrometrije s tekočinsko 
kromatografijo uporabiti ionski izvor, ki je združljiv s tekočinsko kromatografijo, 
kot npr.:  
 elektrorazprševanje (angl. ESI - Electrospray Ionization), 
 kemijska ionizacija pri zračnem tlaku (angl. APCI – Atmospheric Pressure 
Chemical Ionization), 
 fotoionizacija pri zračnem tlaku (anlg. APPI - Atmospheric Pressure Photo-
Ionization) [53]. 
Pri sklopitvi HPLC-MS/MS je tekočinski kromatograf povezan s tandemskim masnim 
spektrometrom. O tandemski masni spektrometriji govorimo, ko gre za metodo z vsaj 
dvema stopnjama masne analize. Med prvo in drugo masno analizo poteče 
fragmentacijski proces ali kemijska reakcija, ki povzroči spremembo v masi ali naboju. 
Najpogostejši masni analizator pri sklopitvi s tekočinsko kromatografijo je kvadrupol. 
Sestavljen je iz štirih med seboj vzporednih cilindričnih elektrod, med katerimi 
spreminjamo potencial tako, da imajo v določenem trenutku le ioni z izbranim 
razmerjem m/z stabilno trajektorijo in prosto pot do detektorja. Pri HPLC-MS/MS 
instrumentu s tremi zaporedno vezanimi kvadrupoli v SRM  načinu snemanja (angl. 
Selected Reaction Monitoring) se analiza prične s tekočinsko kromatografijo, kjer se 
komponente med seboj ločijo. Posamezna komponenta se ionizira in pospeši skozi 
serijo posnemalnih plošč (angl. Curtain Plate), med katerimi je s tokom dušika 
preprečen vstop neioniziranih molekul v masni analizator. Nabite molekule pod 
vplivom električnega polja potujejo v kvadrupol Q0, v katerem poteka fokusiranje 
prekurzorskih ionov. Fokusiran žarek ionov nato potuje v prvi kvadrupolni analizator 
(Q1), kjer poteka ločevanje ionov glede na razmerje m/z. Drugi kvadrupol (Q2) ima 
vlogo trkovne celice, kjer prepuščeni ioni trkajo ob molekule plina (npr. N2). Ob trku se 
del kinetične energije ionov pretvori v notranjo energijo, zato sledi unimolekularna 
razgradnja vzbujenega iona do fragmentov. Nastale produktne ione pospešimo v tretji 
kvadrupolni analizator (Q3). Tu ione ponovno ločimo glede na njihovo razmerje m/z. 
Tako opazujemo reakcijo, pri kateri iz izbranega prekurzorskega iona nastane izbrani 
produktni ion. S takim načinom snemanja dosežemo zelo dobro selektivnost in 
občutljivost, zato je primeren za detekcijo analitov v nizkih koncentracijah ob 





2.5 Metode za določanje neonikotinoidov v čebeljih izdelkih 
 
Zaradi razširjene uporabe neonikotinoidov in njihove visoke toksičnosti za čebele, je 
bilo v preteklosti razvitih veliko metod za določanje njihovih vsebnosti v različnih 
čebeljih izdelkih. Metode v grobem sestojijo iz dveh korakov in sicer priprave vzorca 
ter instrumentalne analize. V sklopu priprave vzorca neonikotinoide ekstrahiramo ter 
pridobljeni ekstrakt po potrebi dodatno očistimo (angl. Clean-up). Najpogosteje 
uporabljene metode za pripravo vzorca so: 
 ekstrakcija na trdno fazo [6], [8], [55],  
 QuEChERS ekstrakcija [7], [9], [10], [56],  
 ekstrakcije s topili [5], [56], 
 disperzivna mikroekstrakcija tekoče-tekoče [11]. 
Pripravi vzorca najpogosteje sledi inštrumentalna analiza. Za določevanje 
neonikotinoidov se uporabljata predvsem tekočinska kromatografija visoke ločjlivosti in 
plinska kromatografija. Ker pa neonikotinoidi pod vplivom visoke temperature 
razpadejo, je pred analizo s plinsko kromatografijo potrebna njihova derivatizacija. To 
pomeni, da je priprava vzorca kompleksnejša kot pri uporabi tekočinske kromatografije. 
Zato je najpogosteje v uporabi tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z različnimi 
detekcijami: 
 MS [5], 
 MS/MS [6], [7], [8], [10], [11], [55], [56], 
 detektor na niz diod (ang. DAD - Diode-Array Detector) [57].  
V uporabi so tudi nekromatografske tehnike, kot sta npr. pretočna injekcijska analiza 
(ang. Flow Injection Analysis – FIA) ali masna spektrometrija z direktnim injiciranjem. 
Kot alternativa kromatografskim metodam pa se uporabljajo tudi encimski testi 
(ELISA) [58]. Gre za hitro in preprosto metodo, ki ponavadi ne zahteva zapletene 
priprave vzorca. Njena slabost pa je omejenost na le en pesticid, visoke meje zaznave in 
možnost lažno pozitivnih rezultatov. Do slednjih pride, če so v vzorcu prisotne 





3 Eksperimentalni del 
 
3.1 Uporabljene kemikalije in topila 
 
3.1.1 Standardi neonikotinoidnih pesticidev 
 
 acetamiprid: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: 99,9 % 
 klotianidin: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: 99,9 % 
 klotianidin-d3: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: >97 % 
 imidakloprid: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: 99,9 % 
 tiakloprid: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: 99,9 % 




 acetonitril in metanol: J.T. Baker, Nizozemska; čistost: HPLC grade 
 etil acetat: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: HPLC grade 
 etanol: Honeywell, ZDA, čistost:  > 99,8 % 
 metanojska kislina: Sigma-Aldrich, Nemčija; čistost: HPLC grade 
 25 % raztopina amonijaka: GRAM-MOL, Hrvaška 
 deionizirana voda, centralni sistem za proizvajanje DI-vode na FKKT 
 MQ voda: Milli-Q sistem za čiščenje vode, Milipore, ZDA 
 
3.1.3 Drugi reagenti 
 
 PSA: Agilent Technologies, ZDA 
 MgSO4: Agilent Technologies, ZDA; čistost: 98,5 – 101,5 % 
 NaCl: Agilent Technologies, ZDA; čistost: 99,5 % 
 trinatrijev citrat dihidrat: Agilent Technologies, ZDA; čistost: 99 % 
 dinatrijev hidrogencitrat: Agilent Technologies, ZDA; čistost: 99,9 % 
 C18 sorbent in aktivno oglje: Restek, ZDA 
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3.1.4 Laboratorijska oprema 
 
 HPLC-MS/MS kromatografski sistem: Perkin Elmer Series 200 AB SCIEX 
3200 QTRAP (ZDA) 
 kromatografska kolona, C8 150x4,6 mm, 3,5 µm: Agilent (ZDA) 
 inkubator: IKA (Nemčija) 
 hladilnik za shranjevanje kemikalij: Kirsch (Nemčija) 
 ekstrakcijske kolonice:  OASIS HLB,  150 mg, 30 µm, 5 mL (Waters, ZDA) 
 vakuumska enota za SPE: Supelco Visiprep (ZDA) 
 avtomatska pipeta, 100 – 1000 µL in 500 – 5000 µL: Biohit Proline plus 
(Nemčija) 
 avtomatska pipeta, 2 – 20 µL in 20 – 200 µL, Transferpette (ZDA) 
 avtomatska pipeta, 2 – 20 µL, 100 – 1000 µL in 500 – 5000 µL: Gilson (ZDA) 
 stresalnik Vibromix: Tehtnica (Slovenija) 
 centrifuga: Tehtnica (Slovenija) 
 centrifuga: Eppendorf (Nemčija) 
 rotacijski uparjevalnik: Büchi (Švica) 
 2 mL siringa za enkratno uporabo, polipropilen/polietilen: Chirana T. Injecta 
(Slovaška) 
 CHROMAFIL poliamidni filter s porami premera 0,45 µm: Macherey-Nagel 
(Nemčija) 







3.2 Priprava standardnih raztopin 
 
Osnovne standardne raztopine s približno koncentracijo 1 g/L sem pripravil tako, da 
sem v 10 mL bučke natehtal približno 10 mg trdnega standarda in ga do oznake 
razredčil z acetonitrilom. Tako pripravljene raztopine sem hranil v hladilniku pri 5 °C 
(do 120 dni), zamašek bučke pa sem za dodatno zaščito ovil še s parafilmom.  
Multikomponentno delovno standardno raztopino sem pripravljal vsak teden svežo. 
Pripravil sem jo z mešanjem delovnih standardnih raztopin  v 20 mL bučki, tako da je 
končna koncentracija standardov znašala približno 5,5 mg/L. To sem nato uporabil za 
dodajanje vzorcem in za pripravo raztopin različnih koncentracij za umeritveno 
premico. Raztopine za umeritveno premico sem pripravljal vsak dan sveže.  
Delovno raztopino internega standarda  sem pripravljal vsak teden svežo, tako da 
sem osnovno standardno raztopino v 20 mL bučkah ustrezno redčil do koncentracije 
3 mg/L. 
Matrične raztopine (angl. MM – Matrix Matched) sem pripravil tako da sem 
ekstraktom (po SPE ekstrakciji) slepega propolisa dodal standarde in interni standard. 
Kot slepi vzorec sem uporabil 10 % tinkturo propolisa (Avicena Herbal Product LTD, 
Velika Britanija), za katero sem kasneje s SPE-HPLC-MS/MS metodo potrdil odsotnost 
neonikotinoidnih pesticidov. V vialo sem injiciral izračunane volumne 
multikomponentne delovne standardne raztopine in 25 µL internega standarda s 
približno koncentracijo 3 mg/L. Topilo sem nato uparil v nežnem toku dušika, nato pa 
sem dodal 250 µL slepe raztopine. Tako sem pripravil raztopine različnih koncentracij 
za umeritveno premico (LOQ – 75 µg/L). Pripravljal sem jih sveže pred vsako analizo.  
Raztopine propolisa z dodanimi analiti (angl. Spiked Samples) sem pripravil tako da 
sem izbranemu volumnu propolisa dodal standarde. Za QuEChERS ekstrakcijo sem 
uporabil 10 mL popolisa in mu dodal 100 µL multikomponentne delovne standardne 
raztopine. Za SPE ekstrakcijo pa sem uporabil 1 mL propolisa in mu dodal 10 µL 
multikomponentne delovne standardne raztopine. Končnim ekstraktom sem dodal še 
ustrezen volumen internega standarda, tako da je njegova koncentracija v ekstraktu 





3.3 Priprava vzorcev propolisa 
 
S pomočjo Čebelarske zveze Slovenije, prijateljev in raziskovalcev iz Slovenije in 
Evrope ter drugih donatorjev sem pridobil 30 vzorcev propolisa, od tega 18 surovih 
(suhih), 12 pa v obliki etanolne tinkture. Ker sem metodo optimiziral za vzorce 10 % 
tinkture, sem iz surovih vzorcev propolisa pripravil etanolne ekstrakte. To sem storil 
tako, da sem 2,0 g surovega propolisa natehtal v 50 mL centrifugirko s keramičnem 
homogenizatorjem in mu prilil 20,0 mL 99,8 % etanola, segretega na 50 °C. Tako 
pripravljene vzorce sem nekaj minut mešal na stresalniku Vibromix, da so se čim bolj 
homogenizirali. Nato sem jih postavil v inkubator in jih pri temperaturi 50 °C in 
300 obratih na minuto stresal približno 5 h. Vzorce sem nato postavil v temen prostor, 
kjer so stali še pet dni. Po petih dneh sem vzorce centrifugiral in s tem odstranil 
preostale trdne in netopne snovi. Za ekstrakcijo na trdno fazo je potrebno 10-kratno 
redčenje alkoholne tinkture z deionizirano vodo, pri čemer pa je nastala motna 
suspenzija z zelo majhnimi trdnimi delci. Suspenzijo sem poskusil centrifugirati ter 
filtrirati s filtrom z 0,45 µm porami. Filtriranje zaradi mašenja filtra ni bilo mogoče, po 
centrifugiranju pa je bilo v vzorcu še vedno preveč trdnih delcev, ki so mašili 
ekstrakcijsko kolonico. Zato sem etanolne ekstrakte pripravil ponovno, tako da sem 
natehtal 0,5 g surovega propolisa in dodal 50 mL 10 % etanola v vodi. Naprej je 
priprava vzorcev potekala po zgoraj opisanem postopku. S takim načinom priprave 
dodatno redčenje vzorca ni bilo potrebno, s čimer sem se izognil nastanku suspenzije in 
mašenju ekstrakcijske kolonice. Skupno sem analiziral 30 vzorcev v dveh paralelkah. 
Za večjo pravilnost določitve sem ekstraktom dodal interni standard. Zaradi nihanja 
signala MS/MS detektorja sem po analizi ekstraktov vzorcev v HPLC-MS/MS sistem 
injiciral tudi s standardi obogatene matrične raztopine za umeritveno premico. 
 
3.4 Ekstrakcija na trdno fazo 
 
Ekstrakcijo na trdno fazo sem izvajal z vakuumsko SPE enoto proizvajalca Supelco, 
priključeno na vodno črpalko, ki je zagotavljala ustrezen podtlak. Na izkoristek 
ekstrakcije sem vplival z naslednjimi dejavniki: volumen vzorca, delež etanola v 
vzorcu, volumen in vrsta elucijskega topila. Uporabljal sem HLB ekstrakcijske kolonice 
proizvajalca Waters (ZDA), napolnjene s 150 mg sorbenta (kopolimer divinilbenzena in 
vinil pirolidona). Optimalne izkoristke sem dosegel z desetkratnim redčenjem vzorca, 
tako da je delež etanola znašal 10 %. Kolonico sem najprej kondicioniral s 5 mL 
metanola in spral s 5 mL deionizirane vode. Nato sem preko kolonice prečrpal 50 ml 
vzorca in jo spral z 10 mL mešanice 25 % raztopine NH3 (pH = 11) in metanola 
(v/v = 9:1). Po spiranju sem kolonico posušil s 15-minutnim prečrpavanjem zraka. 
Elucijo sem izvedel s 5 mL acetonitrila. Eluatu sem dodal interni standard in ga v topli 
vodni kopeli do suhega uparil pod nežnim tokom dušika in suhi preostanek ponovno 
raztopil v 0,5 mL acetonitrila. 
Izkoristke ekstrakcij sem določil tako, da sem sočasno izvedel tri ekstrakcije propolisa z 
dodanimi analiti in tri slepe ekstrakcije (propolis brez dodanih analitov). Končnim 
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slepim ekstraktom sem na koncu dodal tako količino standardov, da je bila 
koncentracija (ob predpostavljenem 100 % izkoristku) v vseh ekstraktih enaka. 
Ekstrakte sem analiziral s HPLC-MS/MS in primerjal ploščino vrhov ekstrakta 
propolisa z dodanimi analiti s ploščino vrhov slepih ekstraktov. Ker sem izkoristek 
vsake ekstrakcije primerjal s tremi slepimi ekstrakcijami, sem končni izkoristek 
izračunal kot povprečje devetih izkoristkov.   
 
3.5 QuEChERS ekstrakcija 
 
QuEChERS ekstrakcijo sem izvajal po modificiranem postopku (EN metoda) [50]. Za 
delo sem uporabljal ekstrakcijske komplete, ki so vsebovali vse potrebne sestavine in 
pripomočke za ekstrakcijo (Agilent, ZDA, No. 5982-5650). 
Osnovna metoda je namenjena trdnim vzorcem, zato sem 10 mL tinkutre pred 
ekstrakcijo do suhega posušil na rotacijskem uparjevalniku in suhi preostanek raztopil v 
10 mL acetonirila. To sem nato kvantitativno prenesel v 50 mL centrifugirko z 10 mL 
MQ vode, v kateri sem raztopil: 
 6 g MgSO4 
 1 g NaCl 
 1 g natrijevega citrata  
 0,5 g dinatrijevega citrata seskvihidrata. 
Tako pripravljeno mešanico sem 1 min intenzivno stresal na stresalniku Vibromix, nato 
pa še 15 min v inkubatorju pri 300 obratih na minuto. Po 15-minutnem stresanju sem 
mešanico centrifugiral 10 min pri 3000 obratih na minuto. Nato sem 6 mL supernatanta 
odpipetiral v 15 mL centrigirko z 900 mg brezvodnega MgSO4 in 150 mg PSA. Nastalo 
mešanico sem ponovno 2 min intenzivno stresal na stresalniku Vibromix, nato pa 5 min 
centrifugiral pri 3000 obratih na minuto. Po centrifugiranju sem 1,5 mL supernatanta 
odpipetiral v vialo z internim standardom. Tako pripravljen ekstrakt sem analiziral s 
HPLC-MS/MS metodo.  
Zgoraj opisano metodo sem tudi dodatno modificiral z naslednjimi spremembami: 
 Namesto acetonitrila sem uporabil  10 mL etanolne tinkture propolisa. Tako je 
ekstrakcija tekoče-tekoče potekala med etanolom in vodo namesto med 
acetonitrilom in vodo.  
 V drugem koraku QuEChERS ekstrakcije (disperzivna SPE ekstrakcija) sem 
dodal še aktivno oglje (angl. GSB – Graphitized Carbon Black) in C18 sorbent.  
 Končni ekstrakt sem filtriral zaradi morebitnih preostalih trdnih delcev.  




3.6 HPLC-MS/MS metoda 
 
Za identifikacijo in določitev koncentracije posameznih spojin sem uporabil že 
optimizirano HPLC-MS/MS metodo. Pri delu sem uporabljal tekočinski kromatograf 
visoke ločljivosti (Perkin Elmer Series 200, ZDA). Kot detektor pa sem uporabil 
tandemski masni spektrometer (Applied Biosystems/MDS Sciex 3200 QTRAP), 
opremljen s TurbolonSpray virom ionov. MS/MS je deloval v SRM načinu. Ločba 
komponent je potekala na kromatografski koloni Agilent C8 dolžine 150 mm in 
notranjega premera 4,6 mm. Napolnjena je bila z delci polnila s premerom 3,5 µm. 
Mobilna faza je bila sestavljena iz 0,1 % HCOOH (mobilna faza A) in acetonitrila 
(mobilna faza B), elucija analitov pa je potekala gradientno (prikazano v tabeli 6). 
Volumen injiciranja je bil 20 µL [18]. 
Tabela 6: Gradient mobilne faze 
Čas [min] Delež MF A [%] Delež MF B [%] 
0 90 10 
1 90 10 
10 30 70 
10,5 10 90 
12 10 90 
12,1 90 10 
 
Ionizacija je potekala z elektrorazprševanjem v pozitivnem načinu (4500 V). Izvor je bil 
segret na 500 °C. Vsi plini na izvoru so bili dušik čistosti 5.0. Tlaki plinov so bili 
naslednji: 
 Zavesni plin: 10 psi 
 Razpršilni plin: 50 psi 
 Grelni plin: 60 psi.  
Dušik (čistosti 5.0) je bil tudi v trkovni celici, v kateri so se ioni zadržali 100 ms [18]. 
Bolj podrobni pogoji v trkovni celici in prehodi za analite so prikazani v tabeli 7. 
















126,0* 45 25 
90,3 45 44 
Klotianidin 250,2 
169,3* 32 19 
131,9 32 22 
Imidakloprid 256,1 
209,1* 40 20 
175,1 40 26 
Tiakloprid 253,1 
126,0* 50 27 
186,1 50 18 
Tiametoksam 291,1 
211,2* 31 16 
181,2 31 30 
*Produktni ion za kvantitativno določitev.  
 
3.7 Matrični efekt 
 
Za oceno matričnega efekta sem pripravil umeritveno premico s standardnimi 
raztopinami (angl. SC – Standard Calibration)  in umeritveno premico v matrici (angl. 
MMC – Matrix Matched Calibration). Matrico sem pripravil tako, da sem vzorec 
propolisa brez analitov ekstrahiral po postopku ekstrakcije na trdno fazo, nato pa sem 
ekstraktu dodal primerno količino multikomponentne standardne raztopine. Tako pri 
standardnih raztopinah kot tudi pri raztopinah v matrici sem določitve ponovil trikrat na 
vsaj petih koncentracijskih nivojih (odvisno od posameznega analita). Matrični efekt 
sem ocenil tako, da sem primerjal naklon umeritvenih premic standardnih raztopin z 








3.8 Validacija SPE-HPLC-MS/MS metode 
 
3.8.1 Specifičnost metode 
 
Specifičnost metode sem dosegel z uporabo tandemskega masnega spektrometra, ki je 
deloval v SRM načinu. Za vsak analit sem opazoval dva prehoda (oz. dve reakciji), 
prisotnost analita pa sem potrdil šele, če se je vrh za analit pojavil pri obeh ter ob 
pravem retencijskem času. Za kvantitativno določitev sem uporabil najintenzivnejši 
prehod.  
3.8.2 Območje linearnosti 
 
Območje linearnosti sem določil z umeritvenimi premicami v standardnih in matričnih 
raztopinah. Odziv sem določil na vsaj 5 različnih koncentracijskih nivojih (LOQ – 
75 µg/L) in vsako injiciranje ponovil trikrat ter iz tega izračunal povprečno ploščino 
vrhov. Vsem raztopinam za umeritvene premice sem dodal tudi interni standard tako, da 
je njegova končna koncentracija znašala 30 µg/L. Odziv inštrumenta za posamezen 
analit sem nato delil z odzivom za interni standard. Tako sem za umeritvene premice 
uporabil linearno regresijo za odvisnost A/AIS od koncentracije analita. Prileganje 
umeritvene premice sem izrazil s koeficientom determinacije R2.  
 
3.8.3 Meja zaznave (LOD) in meja določitve (LOQ) 
 
Meji zaznave in določitve sem določal s pomočjo programske opreme Analyst 1.6 
(Applied Biosystems/MDS Analytical Technologies Instruments). Določil sem ju na 
osnovi treh kromatogramov za najnižjo točko umeritvene premice v matričnih 
raztopinah. Za kriterij sem uporabil razmerje med signalom in šumom (S/N). Mejo 
zaznave sem izračunal pri S/N=3, mejo določitve pa pri S/N=10.  
 
3.8.4 Učinkovitost metode, ponovljivost in točnost 
 
Učinkovitost, točnost in ponovljivost metode sem določil na dveh koncentracijskih 
nivojih in sicer pri 10 µg/L in 50 µg/L. Učinkovitost metode sem določil kot povprečni 
izkoristek treh ekstrakcij vzorcev propolisa z dodanimi neonikotinoidi, pri čemer sem 
pripravil tudi tri slepe ekstrakte, katerim sem dodal standarde analitov. Izkoristek 
metode sem tako izračunal na osnovi devetih rezultatov, saj sem vsako ekstrakcijo 
primerjal s tremi slepimi ekstrakti. Ponovljivost sem določil kot standardni odmik 
devetih rezultatov (angl. RSD – Relative Standard Deviation), točnost pa kot relativno 




4 Rezultati in razprava 
 
4.1 Priprava standardnih raztopin 
 
V sklopu raziskovalnega dela sem pripravil 4 različne vrste standardnih raztopin. 
Najprej sem pripravil osnovne standardne raztopine približnih koncentracij 1 g/L. Te 
raztopine sem uporabljal tekom celotnega raziskovalnega dela. Pripravil sem tudi 
vmesno oz. delovno multikomponentno standardno raztopino s koncentracijo 5,5 mg/L. 
Tako sem pri izdelavi raztopin za umeritvene premice, matričnih raztopin in raztopin 
vzorca z dodanimi analiti naredil manjšo napako, kot bi jo, če bi pipetiral zelo majhne 
volumne osnovnih standardnih raztopin. Za študijo in kompenzacijo vpliva matrice sem 
pripravil matrične raztopine tako, da sem izvedel ekstrakcijo slepega vzorca, za katerega 
sem potrdil odsotnost analitov, in s tem ekstraktom pripravil raztopine. Za optimizacijo 
ekstrakcij in validacijo SPE-HPLC-MS/MS pa sem uporabil propolis z dodanimi analiti.  
 
4.2 Optimizacija ekstrakcije na trdno fazo 
 
Pri optimizaciji na trdno fazo sem obravnaval naslednje vplive:  
 delež etanola v vzorcu, 
 določitev prebojnega volumna kolone,  
 določitev elucijskega topila in njegovega volumna. 
 
4.2.1 Določitev ustreznega deleža etanola v vzorcu 
 
Propolis, ki sem ga uporabljal za optimizacijo metode, je pripravljen v 96 % etanolu. 
Zato sem moral pred ekstrakcijo vzorec z deionizirano vodo ustrezno redčiti in znižati 
delež etanola, da so se analiti lahko vezali na HLB sorbent ekstrakcijske kolonice. 
Preizkusil sem SPE ekstrakcijo pri štirih različnih deležih etanola v vzorcu in sicer 
20, 10, 5 in 1 %. Vzorce sem pripravil tako, da sem 1 mL propolisa dodal 4 mL 
(20 % delež), 9 mL (10 % delež), 19 mL (5 % delež) in 99 mL (1 % delež) deionizirane 
vode. Izkoristki pri različnih deležih etanola v vzorcu so prikazani na grafu 1.  
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Graf 1:Povprečni izkoristki treh ponovitev SPE ekstrakcije pri različnih deležih etanola v vzorcu 
propolisa (γ = 30 µg/L) 
 
Delež etanola v vzrocu najbolj vpliva na izkoristek klotianidina in tiametoksama. Pri 
obeh sem pri vzorcih z manjšim deležem etanola dosegel boljše izkoristke. Pri 
klotianidinu je izkoristek v vzorcu z 20 % deležem etanola znašal le 10 %, v vzorcu z 
10 % deležem pa 15 %, kar pomeni da se je izkoristek izboljšal za faktor 0,5. Še bolj se 
je izboljšal izkoristek tiametoksama, saj  je v vzorcu z 20 % deležem etanola znašal le 
30 %, medtem ko se je pri vzorcu z 10 % deležem etanola povzpel do 66 %. Precej 
polarna klotianidin (logKow = 0,7) in tiametoksam (logKow = -0,13)  se pri HPLC 
kromatografski separaciji iz kolone eluirata prva, zato sklepam, da je tako tudi pri SPE 
ekstrakciji. Zanimivo je, da se imidakloprid (logKow = 0,57) iz kromatografske kolone 
kljub večji polarnosti eluira za klotianidinom [18], [19]. Ob visokem deležu etanola v 
vzorcu je zato prebojni volumen kolone (za tiametoksam in klotianidin) relativno 
majhen, kar se odraža v zelo nizkem izkoristku. Na izkoristke ostalih analitov delež 
etanola ni imel tako velikega vpliva, zato sem se pri izbiri optimalnega deleža etanola 
osredotočil predvsem na izkoristke klotianidina in tiametoksama. Največja sprememba 
izkoristkov je med 20 % in 10 % deležem etanola, pri nadaljnjem zniževanju deleža pa 
se izkoristki le malo spreminjajo. Zato sem za optimalni delež etanola v vzorcu izbral 
10 %. Pri nižjih deležih etanola imamo namreč opravka z zelo velikimi volumni vzorca.   
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4.2.2 Določitev prebojnega volumna kolone 
 
Pri ekstrakciji na trdno fazo je zelo pomemben podatek o prebojnem volumnu kolone. 
To je največji volumen vzorca, ki ga lahko prečrpamo preko ekstrakcijske kolonice ne 
da bi se analiti skupaj z vzorcem sprali s kolonice. Izkoristke ekstrakcije sem določil pri 
dveh različnih deležih etanola v vzorcu (1 in 10 %), ter pri dveh različnih volumnih 
vzorca (50 in 100 mL). Izkoristki so prikazani na grafih 2 ter 3.  
 
 
Graf 2: Povprečni izkoristki treh ponovitev ekstrakcije na trdno fazo pri 50 in 100 mL vzorca z 1 % 
deležem etanola (γ = 30 µg/L) 
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Graf 3: Povprečni izkoristki treh ponovitev ekstrakcije na trdno fazo pri 50 in 100 mL vzorca z 10 % 
deležem etanola (γ = 30 µg/L) 
 
Pri vzorcu z 1 % deležem etanola se izkoristki ekstrakcije iz 50 mL in 100 mL vzorca 
razlikujejo od 1 – 5 %, kar pomeni, da je prebojni volumen kolone za vse analite večji 
od 100 mL. Zato lahko brez izgub analitov skozi kolonico prečrpamo vsaj 100 mL 
vzorca z 1 % etanola. Precej večjo razliko pa sem opazil pri ekstrakciji vzorca z 10 % 
deležem etanola. Pri klotianidinu, imidaklopridu in tiametoksamu so se pri ekstrakciji 
100 mL vzorca izkoristki znižali na pod 1 %, kar pomeni, da so se omenjeni analiti z 
vzorcem popolnoma sprali s kolone. To so najbolj polarni analiti, zato ima pri njih 
volumen vzorca največji vpliv, saj se prvi eluirajo. Podoben vpliv na klotianidin in 
tiametoksam sem opazil tudi pri povečevanju deleža etanola v vzorcu. Ker sem za 
optimalnen delež etanola določil 10 %, je optimalen volumen vzorca s takšnim deležem 
etanola 50 mL. Pri 100 mL se namreč trije od petih analitov poponoma sperejo s kolone.  
 
4.2.3 Izbira elucijskega topila in njegovega volumna 
 
Na koncu sem primerjal še tri različna topila za elucijo analitov iz ekstrakcijske 
kolonice in določil potreben volumen za kvantitativno elucijo. Analite sem poskusil 
eluirati z acetonitrilom, etil acetatom in metanolom. Elucijo sem izvedel v petih korakih 
po 5 mL in frakcije eluata posamično analiziral s HPLC-MS/MS metodo. Nato sem 
odzive prvih štirih frakcij (odziv pete frakcije je bil zanemarljivo majhen) med seboj 
seštel in izračunal delež, ki ga k skupni vsoti prispeva posamezna frakcija. Deleži 
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analitov, ki so se eluirali v posameznih frakcijah z določenim topilom, so bili pri vseh 
analitih primerljivi, zato sem zaradi preglednosti podal le rezultate za najbolj polaren 
analit (tiametoksam). Deleži eluiranega analita po posameznih frakcijah so prikazani v 
tabeli 8. 
 
Tabela 8: Delež tiametoksama, ki se eluira pri posamezni frakciji s tremi različnimi topili 
 Acetonitril Etil acetat Metanol 
5 mL 98,7 % 96,7 % 96,5 % 
10 mL 0,7 % 2,3 % 2,6 % 
15 mL 0,4 % 0,7 % 0,7 % 
20 mL 0,2 % 0,3 % 0,2 % 
Skupno 100 % 100 % 100 % 
  
Z vsemi tremi topili se je v prvih petih mililitrih eluirala večina analita. Največji delež 
se je eluiral z acetonitrilom in sicer 98,7 %, sledil je etil acetat s 96,7 % in metanol s             
96,5 %. Pri eluciji z acetonitrilom se je v drugi stopnji eluiralo manj kot 1 % 
tiametoksama, med tem ko je pri etil acetatu preostalo še 2,3 %, pri metanolu pa 2,6 %. 
V tretji in četrti frakciji pa je pri vseh treh topili preostalo še manj kot 1 % analita. Kljub 
temu, da imajo topila precej podobno učinkovitost pri eluciji, nekoliko odstopa 
acetonitril, saj se že v prvih petih mL eluira skoraj 99 % analita. Enak trend sem opazil 
tudi pri ostalih štirih analitih, zato sem za optimalno elucijo izbral 5 mL acetonitrila.   
 
4.3 Optimizacija QuEChERS ekstrakcije 
 
QuEChERS ekstrakcija poteka po standardiziranem postopku, z vnaprej pripravljenimi 
in odmerjenemi reagenti, zato sam postopek ne zahteva obširne optimizacije. V sklopu 
optimizacije sem preizkusil: 
 osnovno QuEChERS metodo (EN metoda), 
 QuEChERS ekstrakcijo z dodatkom C18 sorbenta in aktivnega oglja (angl. GSB 
– Graphitized Carbon Black), 
 QuEChERS ekstrakcijo direktno iz etanolne tinkture, 
 vpliv filtracije na izkoristke in 





4.3.1 Izbira organskega topila  
 
Pri prvi stopnji QuEChERS ekstrakcije gre za ekstrakcijo tekoče-tekoče med vodo in 
organskim topilom. Kot organsko topilo se uporablja acetonitril. Ker sem optimiziral 
metodo za etanolno tinkturo propolisa, sem 10 mL propolisa z rotacijskim 
uparjevalnikom posušil do suhega, nato pa suhi preostanek ponovno raztopil v 10 mL 
acetonitirila, kot to narekuje EN metoda. Nato sem sledil standardiziranemu postopku. 
Ker pa je uparjevanje vzorca vzelo kar precej časa, sem preizkusil tudi QuEChERS 
ekstrakcijo neposredno iz etanolne tinkture. Tako je v prvi stopnji ekstrakcija tekoče-
tekoče potekala med etanolom in vodo. Zaradi dodanih soli sta se etanol in voda lepo 
ločila na dve fazi. Tako pri ekstrakciji z acetonitrilom, kot tudi pri ekstrakciji z 
etanolom, sem opazoval tudi vpliv filtracije na izkoristek ekstrakcije. Rezultati so 
prikazani na grafih 4 in 5.  
QuEChERS ekstrakcija po EN metodi daje zadovoljive izkoristke za vse analite, razen 
za klotianidin, katerega izkoristek znaša 67 %. Izkoristki ostalih analitov pa se gibljejo 
med 81 in 92 %. Ravno obratno pa je pri QuEChERS ekstrakciji z etanolom, saj 
izkoristek klotianidina znaša 81 %, izkoristki ostalih analitov pa se gibljejo med 66 in 
71 %. Kljub temu pa so izkoristki ekstrakcije z acetonitrilom v povprečju za 12 % višji 
kot pri ekstrakciji z etanolom, kar gre verjetno pripisati večji topnosti analitov v 
acetonitrilu kot v etanolu. Zato sem ekstrakcijo z etanolom opustil in nadalje optimiziral 
le QuEChERS ekstrakcijo z acetonitrilom. 
 
 
Graf 4: Povprečni izkoristki treh ponovitev QuEChERS ekstakcije z etanolom in acetonitrilom (γ = 55 
µg/L) 
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Filtracija ekstraktov je imela na izkoristke nepričakovano velik vpliv. Izkoristki prav 
vseh analitov so se po filtraciji povišali, tako pri ekstrakciji z etanolom, kot tudi pri 
ekstrakciji z acetonitrilom. Izkoristki so se pri ekstrakciji z acetonirilom v povprečju 
povišali za 21 %, pri ekstrakciji z etanolom pa za 23 %. Možni razlog za povišanje 
izkoristkov je matrični efekt. S filtracijo lahko odstranimo moteče komponente, ki 
negativno vplivajo na ionizacijo analitov pri masni spektrometriji, zato so izkoristki 
ekstrakcije po filtraciji navidezno višji.     
 
 
Graf 5: Povprečni izkoristki treh ponovitev QuEChERS ekstrakcije z etanolom in acetonitrilom po 
filtraciji ekstraktov (γ = 55 µg/L) 
 
Slabost tako acetonitrilnih, kot tudi etanolnih ekstraktov, pa je bila močna obarvanost in 
kompleksnost ekstraktov. Kljub ekstrakciji in filtriranju so še vedno vsebovali mnogo 




4.3.2 Dodatek GSB in C18 sorbenta k disperzivni SPE 
 
Ker so ekstrakti po QuEChERS ekstrakciji še vedno vsebovali preveč nečistoč in 
nehlapnih organskih snovi, sem ekstrakte poskusil še dodatno očistiti z modifikacijo 
druge stopnje QuEChERS ekstrakcije. K 900 mg brezvodnega magnezijevega sulfata in 
150 mg PSA sem dodal še 100 mg sorbenta C18 in 100 mg aktivnega oglja. Ekstrakcijo 
sem izvajal z acetonitrilom, saj sem tako dosegel boljše izkoristke kot z etanolom. 
Ponovno sem opazoval tudi vpliv filtracije na izkoristke ekstrakcije. Izkoristki 
QuEChERS ekstrakcije z dodatkom C18 in aktivnega oglja ter vpliv filtracije na 
izkoristke so prikazani na grafu 6. 
 
 
Graf 6: Povprečni izkoristki treh ponovitev QuEChERS ekstrakcije z dodatkom sorbenta C18 in GSB (γ = 
55 µg/L) 
 
Dodatek sorbenta C18 in GCB v drugi stopnji metode QuEChERS močno vpliva na 
izkoristke ekstrakcije. Izkoristki vseh analitov so se v primerjavi z originalno 
QuEChERS metodo močno povišali. Najmanj se je povišal izkoristek za klotianidin in 
sicer za 22 %, ostalim analitom pa so se izkoristki povišali od 51 % do 65 %. Zanimivo 
je tudi, da filtracija na izkoristke vpliva ravno obratno kot pri originalni QuEChERS 
ekstrakciji z actonitrilom ali etanolom. Izkoristki so se namreč po filtraciji znižali za vse 
analite razen za klotianidin. Izkoristek le-tega se je namreč povišal za 2 %, izkoristki 
ostalih analitov pa so se v povprečju znižali za 49,5 %. Tak vpliv filtracije sem določil 




4.3.3 Čiščenje QuEChERS ekstrakta z ekstrakcijo na trdno fazo 
 
Zaradi svoje kompleksnosti so injicirani ekstrakti zelo umazali ionski izvor MS sistema. 
Zato sem poskusil QuEChERS ekstrakte dodatno očistiti še z ekstrakcijo na trdno fazo. 
Izkoristki, pridobljeni s kombinacijo obeh ekstrakcij, so prikazani v tabeli 9. 
 
Tabela 9: Izkoristki kombinacije QuEChERS in SPE ekstrakcije 
 Izkoristki kombinacije QuEChERS-SPE 
Acetamiprid 61 % 
Klotianidin 3 % 
Imidakloprid 63 % 
Tiakloprid 109 % 
Tiametoksam 10 % 
 
Za lažjo primerjavo so v grafu 7 prikazani izkoristki kombinacije QuEChERS-SPE in 
izkoristki osnovne QuEChERS ekstrakcije z acetonitrilom. Z dodatno SPE ekstrakcijo 
so bili QuEChERS ekstrakti dovolj očiščeni za injiciranje v MS sistem, vendar pa je na 
račun dveh ekstrakcij prišlo do znatnih izgub analitov. Izkoristka ekstrakcije za 
klotianidin in tiametoksam znašata le 3 % in 10 %. Tudi izkoristka acetamiprida in 
imidakloprida sta precej slabša kot pri QuEChERS ali SPE ekstrakciji. Najboljši 
izkoristek (in edini zadovoljiv) sem s kombinacijo obeh ekstrakcij dosegel za tiakloprid. 
Le-ta namreč znaša 109 %. Zaradi kompleksnosti QuEChERS ekstraktov in slabih 
izkoristkov kombinirane ekstrakcije sem se odločil, da nadaljnjo optimizacijo 




Graf 7: Primerjava povprečnih izkoristkov treh ponovitev osnovne QuEChERS ekstrakcije in treh 
ponovitev kombinirane QuEChERS-SPE ekstrakcije 
4.4 Vpliv filtracije na analite v standardnih raztopinah 
 
Zaradi nepričakovnih in zelo velikih vplivov filtracije na izkoristke analitov sem 
preveril vpliv filtracije na analite brez vpliva matrice. Pripravil sem multikomponentno 
standardno raztopino v acetonitrilu ter jo analiziral pred in po filtriranju. Obe raztopini 
sem trikrat injiciral v HPLC-MS/MS sistem in vpliv filtracije izračunal iz povprečnega 
odziva inštrumenta. Vpliv filtracije na analite je prikazan v tabeli 10. 
 
Tabela 10: Vpliv filtracije na analite v multikomponentni standardni raztopini, izračunan iz treh 
ponovitev 
 
Delež analita, ki se  
pri filtraciji ohrani [%] 
RSD [%] 
Acetamiprid 98  10 
Klotianidin 86  11 
Imidakloprid 97  15 
Tiakloprid 95  14 
Tiametoksam 97  13 




Največji izgubi pri filtraciji je podvržen klotianidin, saj se ga pri filtraciji ohrani le      
86 %. Tudi vsi ostali analiti so podvrženi izgubi, vendar v precej manjši meri. Njihove 
izgube se namreč gibljejo med 2 in 5 %. Zato sklepam, da je takšen vpliv filtracije, kot 
ga opazimo pri QuEChERS ekstraktih, posledica odstranitve drugih komponent iz 
matrice. Filtracija najverjetneje močno vpliva na nečistoče, ki imajo velik vpliv na 
ionizacijo analitov.  
 
4.5 HPLC-MS/MS metoda 
 
Pri delu sem uporabljal HPLC-MS/MS metodo, ki je bila razvita že v prejšnjih 
raziskovalnih delih (za določitev neonikotinoidnih pesticidov v medu) na Fakulteti za 
kemijo in kemijsko tehnologijo, zato sem ponovno preveril ustreznost metode [12]. Na 
kromatografsko kolono sem injiciral multikomponentno standardno raztopino 
(γ = 50 µg/L), pripravljeno v acetonitrilu, in jo analiziral po HPLC-MS/MS metodi. 
Vrhovi v kromatogramu so bili lepo ločeni in pravilnih oblik. Opazoval sem tudi 
retencijske čase analitov, ki so bili glede na predhodno raziskovalno delo ustrezni 
(prikazani so v tabeli 11). Analiti se v koloni zadržijo od 7,5 do 9,8 min, pri čemer se z 
najmanjšo razliko iz kolone eluirata klotianidin in imidakloprid, ki sta med seboj ločena 
za 0,3 min. Ker so bili vsi vrhovi lepo ločeni, sem ocenil, da je metoda primerna za 
nadaljnje delo.  
 
Tabela 11: Retencijski časi analitov pri analizi multikomponentne standardne raztopine s koncentracijo 
50 µg/L z HPLC-MS/MS metodo 







Na sliki 2 je prikazan izsek kromatograma po injiciranju multikomponentne standardne 
raztopine s koncentracijo 50 µg/L. Na kromatogramu so vidni lepo ločeni vrhovi, zato 
sem ocenil, da je metoda primerna za določevanje mešanice vseh petih analitov. Ker je 
signal za klotianidin v primerjavi s signali ostalih analitov precej nižji, je ločeno 
prikazan na sliki 3. Šum pri izbranem prehodu je zelo nizek, zato je kljub nizki 
intenziteti signala razmerje signala in šuma dovolj visoko. Nenavadna oblika vrhov z 
»repom« pred samim vrhom (angl. Peak Fronting) je posledica injiciranja acetonitrila, v 




Slika 2: Izsek TIC po injiciranju multikomponentne standardne raztopine s koncentracijo 50 µg/L 
 
 
Slika 3: Izsek TIC za prehod klotianidina po injiciranju multikomponentne standardne raztopine s 






4.6 Matrični efekt 
 
Po tem, ko sem preveril ustreznost HPLC-MS/MS metode, sem ocenil vpliv matrice na 
ionizacijo. Pripravil sem raztopine za umeritveno premico v acetonitrilu ter v matrici, ki 
sem jo pripravil po optimiziranem postopku ekstrakcije na trdno fazo. Za umeritvene 
premice sem uporabil od 5 do 7 koncentracijskih nivojev (LOD - 75 µg/L), odvisno od 
posameznega analita. Matrični efekt sem ocenil tako, da sem primerjal naklon 
umeritvene premice v standardnih z naklonom umeritvene premice v matričnih 
raztopinah. Rezultati so podani v tabeli 12. 
Tabela 12: Matrični efekt pri SPE-HPLC-MS/MS metodi 
 kSC kMMC kMMC  / kSC 
Acetamiprid 1,2807 0,6267 0,49 
Klotianidin 0,0219 0,0217 0,99 
Imidakloprid 0,1230 0,0661 0,54 
Tiakloprid 2,0492 0,6204 0,30 
Tiametoksam 0,7700 0,6267 0,81 
*SC (angl. Standard Calibration) – umeritvena premica v standardnih raztopinah 
 MMC (angl. Matrix Matched Calibration) – umeritvena premica v matričnih raztopinah 
  
Matrica ima na ionizacijo analitov negativen vpliv, kar pomeni, da zmanjša signal pri 
MS/MS detekciji. Največji vpliv ima na ionizacijo tiakloprida, čigar razmerje kMMC /kSC  
znaša 0,30, kar pomeni, da se  stopnja ionizacije v matrični raztopini v primerjavi s 
stopnjo ionizacije v acetonitrilu zmanjša za 70 %. Tako velik vpliv na ionizacijo je 
lahko posledica tega, da se tiakloprid iz kromatografske kolone eluira zadnji. Takrat se 
zaradi močno nepolarne mobilne faze (70 % acetonitrila) eluirajo tudi številne 
nepolarne nečistoče, ki vplivajo na signal analita. S približno polovično stopnjo 
ionizacije sledita acetamiprid in imidakloprid, nato pa tiametoksam z razmerjem 0,81. 
Matrica ima najmanjši vpliv na ionizacijo klotianidina, ki utrpi le 1 % izgube, kar lahko 
pripišemo eksperimentalni napaki. Zato lahko rečemo, da matrica na ionizacijo 
klotianidina praktično nima vpliva.  
V tabeli 13 so prikazani parametri umeritvenih premic v acetonirilu in matričnih 
raztopinah. Tako pri SC kot tudi pri MMC sta zadovoljivo linearni, saj pri vseh faktor 
R2 presega vrednost 0,99. Umeritvene premice MMC so nekoliko manj linearne, kar bi 
lahko pripisali predvsem napakam pri pipetiranju, saj imamo pri pripravi matričnih 
razotpin opravka z zelo majhnimi volumni. Za SC sem uporabil od 6 do 7 točk, za 
MMC pa od 5 do 7, odvisno od analita (LOD – 75 µg/L). SC in MMC za posamezen 




Tabela 13: Parametri umeritvenih premic v acetonitrilu in matričnih raztopinah 
 SC MMC 
 k n R2 
Št. 
točk 
K n R2 
Št. 
točk 
Acetamiprid 1,28 0,96 0,998 7 0,63 0,52 0,994 7 
Klotianidin 0,02 – 0,04 0,998 6 0,02 – 0,01 0,991 5 
Imidakloprid 0,12 0,09 0,999 6 0,07 0,03 0,996 5 
Tiakloprid 2,05 1,12 0,998 7 0,62 0,37 0,991 6 












Graf 10: Umeritveni premici v standardnih (SC) in matričnih raztopinah (MMC) za imidakloprid 
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Graf 12: Umeritveni premici v standardnih (SC) in matričnih raztopinah (MMC) za tiametoksam 
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4.7 Rezultati validacije SPE-HPLC-MS/MS metode 
 
SPE-HPLC-MS/MS metodo sem v celoti validiral z matričnimi raztopinami, saj ima 
matrica vzorca precej velik vpliv predvsem na ionizacijo analitov. Z uporabo slepih 
matričnih raztopin, obogatenih s standardi, sem ta vpliv vsaj delno upošteval. Za večjo 
natančnost sem vsem ekstraktom in standardnim raztopinam dodal tudi interni 
standard – devterirani klotianidin. Uporabljeni interni standard je seveda idealen le za 
klotianidin, saj se tekom celotnega analiznega postopka obnaša enako kot neoznačen 
klotianidin in je podvržen enakim izgubam. Ostali analiti se od klotianidina kemijsko 
razlikujejo, zato se lahko obnašajo drugače kot interni standard. Idealno bi bilo 
uporabiti za vsak analit svoj interni standard, vendar pa je to zaradi visoke cene 
devteriranih standardov zelo drago.  
 
4.7.1 Območje linearnosti metode, LOD in LOQ 
 
Za določevanje linearnosti metode sem pripravil večjo količino slepe matrične 
raztopine, kateri sem dodal izbrane količine analitov. Za študijo linearnosti metode sem 
uporabil od 5 do 7 koncentracijskih nivojev, odvisno od analita. Mejo zaznave in mejo 
določitve sem določil na osnovi razmerja signala in šuma (S/N(LOD)=3, 
S/N(LOQ)=10). Metoda je v izbranem koncentracijskem območju zadovoljivo linearna, 
saj so vrednosti koeficienta prileganja R2 za vse analite višje od 0,991. Najnižjo mejo 
zaznave sem določil za acetamiprid in tiakloprid (0,2 µg/L), najvišjo pa za klotianidin 
(4,4 µg/L). Meje določitve se gibljejo med 0,7 in 14,7 µg/L. Rezultati so podani v tabeli 
14.  
Tabela 14: Koeficient prileganja, meja zaznave (LOD) in določitve (LOQ) SPE-HPLC-MS/MS metode 
 Koeficient prileganja (R2) LOD (µg/L) LOQ (µg/L) 
Acetamiprid 0,994 0,2 0,7 
Klotianidin 0,991 4,4 14,7 
Imidakloprid 0,996 0,7 2,2 
Tiakloprid 0,991 0,2 0,8 
Tiametoksam 0,994 0,3 1,0 
  
4.7.2 Učinkovitost, ponovljivost in točnost metode 
 
Učinkovitost, ponovljivost in točnost metode sem določal na dveh koncentracijskih 
nivojih (10 µg/L in 50 µg/L). Metoda je zelo učinkovita za acetamiprid, imidakloprid in 
tiakloprid, saj se izkoristki za te analite gibljejo med 91 % in 101 % na obeh 
koncentracijskih nivojih. Nekoliko slabše izkoristke sem dosegel za tiametoksam 
(60 %), najslabše pa za klotianidin. Izkoristek slednjega znaša 10 % v spodnjem in 20 % 
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v zgornjem koncentracijskem nivoju. Kljub nizkim izkoristkom pa sem zaradi dobre 
ponovljivosti (RSD < 5 %) klotianidin vseeno vključil v metodo. Metoda je na 
zgornjem koncentracijskem nivoju zadovoljivo ponovljiva (RSD = 3-13 %), na 
spodnjem pa nekoliko slabše (RSD = 5-29 %). Povprečni relativni standardni odmik 
izkoristkov metode vseh petih analitov znaša 20 % na spodnjem in 8 % na zgornjem 
koncentracijskem nivoju.  Izkoristki in njihov relativni standardni odmik so prikazani v 
tabeli 15. 
 
Tabela 15: Izkoristki in njihovi relativni standardni odmiki na dveh koncentracijskih nivojih 
(10 in 50 µg/L) 
 
10 µg/L 50 µg/L 
Izkoristek [%] RSD [%] Izkoristek [%] RSD [%] 
Acetamiprid 95  27 91  8  
Klotianidin 10  5  20  6  
Imidakloprid 99  29  95  12  
Tiakloprid 101 20  96  13  
Tiametoksam 61 21  61  3  
*Relativni standardni odmik (angl. RSD – Relative Standard Deviation) 
 
Točnost metode sem izračunal kot relativno napako, ki jo naredimo, če raztopini znane 
koncentracije določimo koncentracijo iz umeritvene premice, glede na odziv 
instrumenta. Metoda daje rezultate z zadovoljivo točnostjo na obeh koncentracijskih 
nivojih za vse analite. Največjo napako sem določil za raztopino tiakloprida s 
koncentracijo 50 µg/L (ER = 10,4 %). Napake pri ostalih analitih pa so na obeh 
koncentracijskih nivojih manjše od 10 % (ER = 1,9 % - 9,6 %). Bolj podrobni rezultati 
so podani v tabeli 16. 
 
Tabela 16: Točnost SPE-HPLC-MS/MS metode na dveh koncentracijskih nivojih (10 in 50 µg/L) 
 10 µg/L 50 µg/L 
Acetamiprid 7,1 % 8,8 % 
Klotianidin 2,8 % 9,5 % 
Imidakloprid 9,6 % 4,5 % 
Tiakloprid 1,9 % 10,4 % 
Tiametoksam 7,2 % 8,3 % 
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4.8 Rezultati analize vzorcev propolisa 
 
Optimizirano in validirano SPE-HPLC-MS/MS metodo sem uporabil za analizo 30 
vzorcev propolisa. Določal sem koncentracijo petih neonikotinoidov: acetamiprida, 
klotianidina, imidakloprida, tiakloprida in tiametoksama. V treh vzorcih sem potrdil 
prisotnost acetamiprida, v dveh imidakloprida ter v dveh tiakloprida, vendar je bila 
njihova koncentracija pod mejo določitve izbrane metode. V ostalih vzorcih so bile 
vsebnosti analiziranih alitov pod mejo zaznave uporabljene metode. Rezultati so 
prikazani v tabeli 17, seznam vseh analiziranih vzorcev pa v prilogi 1.  
Tabela 17: Rezultati analize realnih vzorcev propolisa 
Št. vzorca Oblika vzorca Izvor vzorca Rezultat 
6 surovi propolis Slovenija prisoten acetamiprid (γ < LOQ) 
11* surovi propolis Slovenija prisoten acetamiprid (γ < LOQ) 
15 alkoholna tinktura Bolgarija prisoten acetamiprid (γ < LOQ) 
16 alkoholna tinktura Češka prisoten tiakloprid (γ < LOQ) 
17* alkoholna tinktura Češka prisoten imidakloprid (γ < LOQ) 
25 alkoholna tinktura Srbija prisoten tiakloprid (γ < LOQ) 
34 alkoholna tinktura Kanada prisoten imidakloprid (γ < LOQ) 
*Zaradi nezadostne količine vzorca sem analiziral le eno paralelko  
 
Kot primer je na sliki 4 je prikazan kromatogram izbranega m/z prehoda za 
imidakloprid po injiciranju ekstrakta vzorca št. 34, kjer je viden vrh za imidakloprid 
(t = 8,39). 
 







Neonikotinoidni pesticidi so pogosto uporabljeni nevroaktivni insekticidi, ki se po 
nanosu na rastlino sistematično razporedijo po celotnem rastlinskem tkivu. Ker se 
transportirajo tudi v cvetni prah, predstavljajo veliko nevarnost za čebele. V preteklosti 
so v pomrlih čebelah določili prisotnost neonikotinoidnih pesticidov, zato je nadzor nad 
njihovo uporabo in prisotnostjo v čebeljih izdelkih izrednega pomena. V magistrskem 
delu sem se osredotočil na določanje vsebnosti neonikotinoidnih pesticidov v vzorcih 
propolisa. 
Za pripravo vzorca sem primerjal dve ekstrakcijski metodi: ekstrakcijo na trdno fazo in 
QuEChERS ekstrakcijo. V sklopu optimizacije ekstrakcije na trdno fazo sem preizkusil 
izkoristke ekstrakcije pri štirih različnih deležih etanola v vzorcu, preizkusil sem tri 
različna topila za elucijo ter določil potreben volumen izbranega topila za kvantitativno 
elucijo. Določil sem tudi prebojni volumen kolone pri dveh različnih deležih etanola v 
vzorcu. Optimalno elucijo sem dosegel s 5 mL acetonitrila, najvišje izkoristke pa pri 
ekstrakciji vzorcev, ki so vsebovali 10 % etanola. Pri optimizaciji QuEChERS metode 
sem uporabil dve različni organski topili, preizkusil sem dodatek sorbenta C18 in 
aktivnega oglja, ter preveril vpliv filtriranja ekstraktov na izkoristek ekstrakcije. Ker pa 
so bili QuEChERS ekstrakti preveč kompleksni in so močno umazali ionski izvor 
MS/MS sistema, QuEChERS ekstrakcije kljub zadovoljivim izkoristkom nisem mogel 
uporabiti. QuEChERS ekstrakte sem poskusil očistiti še z optimizirano SPE ekstrakcijo, 
vendar so bili izkoristki slabši kot pri SPE ekstrakciji.  
HPLC-MS/MS metoda je bila optimizirana v prejšnjih raziskovalnih delih, zato sem le 
preveril njeno ustreznost za določanje neonikotinoidnih pesticidov. Kromatografska 
ločba je potekala z gradientno elucijo na kromatografski koloni, polnjeni s C8 
stacionarno fazo. Za detektor sem uporabil MS/MS, ki je deloval v SRM načinu, kar je 
omogočilo bolj selektivno in občutljivo detekcijo analitov.  
Zaradi kompleksnosti matrice vzorcev sem preveril njen vpliv na ionizacijo analitov. V 
ta namen sem izdelal umeritvene premice v matričnih raztopinah v območju od LOQ do 
75 µg/kg. SPE-HPLC-MS/MS metodo sem validiral na dveh koncentracijskih nivojih 
(10 in 50 µg/kg). V sklopu validacije sem določil LOD, LOQ, izkoristke ekstrakcije, 
območje linearnosti, točnost ter ponovljivost metode. Metoda je točna ter daje 
zadovoljive izkoristke (razen za klotianidin) s sprejemljivo ponovljivostjo, nizke meje 
zaznave in določitve. 
Validirano metodo sem uporabil za analizo 30  vzorcev propolisa. V 7 vzorcih propolisa 
sem potrdil prisotnost nekaterih analitov (acetamiprid, imidakloprid in tiakloprid), 
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Št. vzorca Oblika vzorca Izvor 
1 surovi propolis Slovenija 
2 surovi propolis Slovenija 
3 surovi propolis Slovenija 
4 surovi propolis Slovenija 
5* surovi propolis Slovenija 
6 surovi propolis Slovenija 
7 surovi propolis Slovenija 
8 surovi propolis Slovenija 
9 surovi propolis Slovenija 
10 surovi propolis Slovenija 
11* surovi propolis Slovenija 
12 surovi propolis Slovenija 
13 surovi propolis Slovenija 
14 surovi propolis Slovenija 
15 alkoholna tinkutra Bolgarija 
16 alkoholna tinkutra Češka 
17* alkoholna tinkutra Češka 
18 akoholna tinkutra Srbija 
22 alkoholna tinkutra Slovenija 
23 surovi propolis Slovenija 
25 alkoholna tinkutra Srbija 
30* alkoholna tinkutra Slovenija 
31 surovi propolis Slovenija 
32 alkoholna tinkutra Belgija 
33 alkoholna tinkutra Grčija 
34 alkoholna tinkutra Kanada 
35 alkoholna tinkutra Italija 
36 alkoholna tinkutra Hrvaška 
40 surovi propolis Slovenija 
41 surovi propolis Slovenija 
*Zaradi nezadostne količine vzorca sem analiziral le eno 
paralelko 
